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A ce spermatozoïde sans qui je ne serais pas là … … 
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Résumé  

Chez les Mammifères, le succès de la fécondation et d’un développement embryonnaire 

viable résident principalement dans la qualité des cellules reproductrices : les gamètes mâles 

(spermatozoïdes) et femelles (ovocytes) apportant chacun la moitié du patrimoine génétique du 

futur individu. Dès lors que ce patrimoine génétique est endommagé par différents processus 

tels que les attaques radicalaires communément appelées stress oxydant, cela peut 

compromettre la qualité des gamètes et par conséquent le succès de la reproduction. En effet, 

les dommages oxydants à l’ADN spermatique sont une des causes d’infertilité masculine 

fréquemment associés aux échecs reproductifs dans le cadre de conception naturelle ou 

artificielle chez l’homme. Afin de mieux appréhender l’impact des dommages oxydants sur la 

qualité des spermatozoïdes, notre équipe a généré des modèles murins présentant des atteintes 

oxydantes de l’ADN associées à des échecs reproductifs. Dans un de ces modèles nous avons 

pu montrer que tout le noyau spermatique n’était pas concerné de la même façon par les 

altérations oxydantes. De même, à l’échelle des chromosomes murins les investigations de 

l’équipe suggéraient que tous n’étaient concernés de la même façon. Dans ce travail de thèse, 

j’ai développé et mis en œuvre des protocoles d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

permettant de montrer que la susceptibilité des chromosomes à l’oxydation est déterminée par 

la position des chromosomes dans le noyau spermatique murin. En parallèle de cette étude, je 

me suis intéressé à l’épigénome spermatique et plus particulièrement à la méthylation de l’ADN 

en conditions de stress oxydant. Les résultats préliminaires montrent qu’un environnement 

post-testiculaire pro-oxydant peut altérer le profil épigénétique spermatique. Dans un 

développement pré-clinique du sujet, j’ai contribué à montrer qu’une supplémentation orale 

antioxydante permettait de corriger les dommages oxydants à l’ADN, en modifiant la réponse 

antioxydante globale du tissu épididymaire des animaux.  

 

Mots-clés : Noyau spermatique, stress oxydant, épigénome spermatique, 

positionnement des chromosomes, supplémentation orale antioxydante 
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Abstract  

In Mammals, the success of fertilization and embryonic development, are associated to 

the quality of the reproductive cells: male gametes (spermatozoa) and female gametes 

(oocytes); each bringing half of the genetic heritage of the future individual. This genetic 

heritage may be compromised by various processes a very common one being radical attacks 

in cases of oxidative stress, it could diminish the quality of gametes and therefore the success 

of reproduction. It is well described that sperm DNA oxidative damage (SDOD) is one of the 

causes of male infertility frequently associated with reproductive failures in the context of 

natural or artificial conception in humans. To better understand the impact of oxidative damage 

on the quality of sperm, our team generated mouse models with SDOD. Characterization of 

these transgenic mice has shown that SDOD alone was associated with increased embryo 

defects, miscarriages and perinatal mortality. The team also brought forward that SDOD 

concerns preferentially specific regions of the sperm nucleus. In addition, the team suggested 

that sperm chromosomes were not identically susceptible to oxidative damage. 

In this thesis work, I developed and implemented fluorescence in situ hybridization 

(FISH) protocols to study chromosome positioning in the mouse sperm. I confirmed that 

susceptibility of chromosomes to oxidation is determined by their position in the murine sperm 

nucleus. In parallel, I addressed the question whether the sperm epigenome (particularly DNA 

methylation) was modified in a situation of post-testicular oxidative stress. Preliminary results 

seem to show that SDOD disturbs the sperm epigenetic profile. 

In parallel, in a pre-clinical approach, I contributed to show that an oral antioxidant 

supplementation can correct SDOD by modifying the antioxidant response of the epididymal 

tissue of the treated animals. 

 

Keywords: sperm nucleus, oxidative stress, sperm epigenome, chromosome positioning, 

antioxidant oral supplementation. 
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Abréviations  

°C : degré celsius 

+F : plus Fertilix® 

3D : Trois dimensions 

5caC : 5-carboxycytosine 

5fC : 5-formylcytosine  

5hmC : 5-hydroxyméthylcytosine 

5mC : 5-méthylcytosine  

8-OHdG : 7,8-dihydro-8-oxo-2’-déoxyguanosine  

A : Adénine  

ACE : angiotensin 1 converting enzyme 

ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease 

ADN : Acide Désoxyribonucléique  

AID/APOBEC : cytosine déaminase 

Akap4 : A-Kinase Anchoring Protein 4 

APC/C : Anaphase promoting complex/cyclosome  

APE1 : apurinic/apyrimidic endonculease 1  

ARN : acide ribonucléique  

ARNnc : acide ribonucléique non-codants  

ATP : Adénosine triphosphate  

Bax : Bcl-2 associated X  

Bcl-2 : B-cell leukemia/lymphoma 2 

BER : Base Excision Repair  

BET : Bromure d’éthidium  

BMP4 : Bone morphogenetic protein 4  

BRDT : bromodomain testis-specific protein  

BrdU : Bromodéoxyuridine 

C : Cytosine 

CAMK4 : Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase 4 

Cdh13 : Cadherin 13 

CENP-A : centromere protein A  

C.E.O. : chief executive officer 

cHC : constitutive hétérochromatine  

CHD5 : pour Chromodomain helicase DNA binding protein 5 

ChIP : Chromatin Immunoprecipitation  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abréviations  

Chr : Chromosome  

Cpm : carboxypeptidase  

CREM : cAMP responsive element modulator  

CRISP3 : Cystein rich secretory protein 3 

CTAB :  Cetyl trimethylammonium bromide 

CycloB : Cyclophiline B 

DAPI : 4',6-diamidino-2-phénylindole 

DAZL : Deleted in azoospermia like  

DFI : DNA fragmentation index 

DKO : Double knock-out (=Sngpx4; Gpx5-/-) 

DMR : differentially-methylated region 

DNMT : DNA methyltransferase  

dNTP : désoxyribonucléotide 

dpc : days post-coitum  

DTT : dithiothréitol 

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid 

EOR : Espèces oxygénées réactives  

EPC1 : Enhancer of Polycomb homolog 1  

ES: embryonic stem cells  

EZH2 : enhancer of zeste 2 

F : forward  

FISH : Fluorescence in situ hybridization  

FIV : fécondation in vitro  

Foxg1b : Forkhead Box Protein G1B 

G : Guanine 

Gata6 : GATA Binding Protein 6 

GFP : Green fluorescent protein  

Gli3: Gli family zing finger 3  

GPx : glutathione peroxydase  

GRB10 : Growth Factor Receptor Bound Protein 10 

GST : Glutathione-S-transférase  

H : Heure  

H1t : histone 1 testis  

H2O2 : peroxyde d’hydrogène  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abréviations  

H3t : histone 3 testis  

hCAp-18 : association of human cathelicidin 

HCl : Acide chlorhydrique  

HDAC : histone deacetylase  

HE2/EP2 : Human Epididymis-Specific Protein 2/Epididymal Protein 2 

HILS1 : spermatid-specific linker histone H1-like  

HOX : Homeobox  

HP1 : heterochromatin protein 1  

HPLC :  high pressure liquid chromatography 

HRP : horseradish peroxidase  

HSF2 : Heat shock transcription factor 2  

HSPA : Heat shock protein A 

IAP : intracisternal A particles  

IB : Immunoblot  

ICSI : Intracytoplasmic sperm injection  

IF : immunofluorescence 

Igf2 : Insulin growth factor 2  

IgG : Immunoglobulin G 

kb : kilobases 

KCL : chlorure de potassium  

Kcnq1 : Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily Q Member 1 

KO : Knock-out  

KRAB : Kruppel-Associated Box Domain 

LC/MS : liquid chromatography mass spectrometry  

Lig : Ligase  

LINE : Long interspersed nuclear element 

LIMOS : Laboratoire d'Informatique, de Modélisation et d'Optimisation des Systèmes. 

M : molaire  

MAR : matrix attachment region  

MDA : malondialdéhyde  

MEB : Microscope électronique à balayage  

MEST : mesoderm specific transcript  

MET : Microscope électronique à transmission 

MgCl2 : chlorure de magnésium 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abréviations  

miARN : microARN  

Min : minute  

Mnase : Nucléase Micrococcale 

MNase : nucléase micrococcale 

MR : Mismatch Repair 

MSOME : motility sperm organelle morphology examination  

NA-DNA : nuclear annulus DNA-sequence  

NaCL : chlorure de sodium 

Nb : Nombre  

NER : Nucleotide Excision Repair  

nm : nanomètre  

NP-40 : nonyl phenoxypolyethoxylethanol. 

N.S. : Non significatif  

O2 : Oxygène 

O2°- : anion superoxyde  

Oct4 : octamer-binding transcription factor 4 

OGG1 : oxoguanine glycosylase 1 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PARP : poly(ADP)ribose polymérases 

Pb : Paires de bases 

PBS : phosphate buffered saline  

PCR : Polymerase chain reaction  

PEG3 : paternally expressed gene 3  

PGC : primordials germ cells  

pH : Potentiel hydrogène  

PI : Protease inhibitor  

piARN: piwi-interacting RNA  

PLAGL1 : Pleiomorphic Adenoma Gene-Like 1 

PMA : Procréation Médicalement Assistée  

PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 

Pol : Polymérase  

PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor 

PRC : Polycomb repressive complex  

PRDX : Peroxirédoxine 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abréviations  

PRM : protamine  

QSP : quantité suffisante pour (Quantum Satis) 

R : reverse 

Rasgrf1 : Ras Protein Specific Guanine Nucleotide Releasing Factor 1 

RNF8 : Ring finger protein 8  

Rpm : rotation par minute  

RT : reverse transcription  

S/MAR : scaffold/matrix attachment region 

SCSA : sperm chromatins structure assay  

SDS : sodium dodecil sulfate  

SEM : Somme des écarts à la moyenne 

SINE : Short interspersed nuclear element  

Sl : slot-blot  

snARN : small nuclear RNA  

SNGPx4 : sperm nuclear glutathione peroxidase 4  

SnoARN : small nucleolar RNA  

SNP : single nucleotide polymorphism  

Snrpn : small nuclear riboprotein  

SOD : superoxide dismutase  

Sox2 : Sry-box 2  

SPAG4 : Sperm associated antigen 4 

Spata17 : Spermatogenesis associated 17  

Spef2 : Sperm flagellar 2  

Sry : Sex-determining region on the Y Chromosome 

SWI/SNF : Switching and sucrose non-fermenting 

T : Thymine  

TA : Température ambiante  

Ta : annealing temperature (température d'hybridation) 

TBS : Tris buffered saline  

TDG : thymidine DNA glycosylase  

TE : Tris-EDTA  

TERF : telomeric repeat-binding factor  

TET : Ten-eleven translocation  

TH2B : testis-histone H2B  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abréviations  

TIP60 : Tat Interactive Protein 60  

TNP : protéine de transition 

TopoIIß : Topoisomérase-IIß 

Trim28 : Tripartite Motif Containing 28 

Tris : trishydroxyméthylaminométhane 

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 

TXN : Thiorédoxine 

TXNL : Thioredoxine-like  

UV : Ultraviolet 

Vs : versus  

Wnt5a : Wingless-Type MMTV Integration Site Family 

WT : Wild-type  

XRCC1 : X-ray repair cross-complex protein 1 

Zfp57 : Zing finger protein 57 

µm : micromètre 
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Figure 1 : La double hélice d’ADN.
L’ADN est une longue double hélice composée d’un enchaînement de bases azotées appariées
entre elles, la cytosine (C, bleu clair) avec la guanine (G, bleu foncé), l’adénine (A, jaune) avec
la thymine (T, rouge). Une base azotée est liée par son sucre à un groupement phosphate relié
lui-même au sucre suivant de l’autre base.
(Modifiée d’après Watson and Crick, 1953).
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Figure 2 : Assemblage d’un nucléosome.
L’assemblage de deux homodimères de H2A-H2B à un tétramère d’histones H3-H4 forme un
nucléosome où s’enroule environ 147 pb d’ADN. Les queues amino- et carboxy- terminales
sortent de chaque octamère. L’ADN entre deux nucléosomes est appelé ADN de liaison (linker
DNA), où vient se positionner l’histone H1.
(Modifiée d’après Pearson Education, 2012).
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I.� Généralités sur la chromatine  

A.� L’acide désoxyribonucléique  

Toute cellule eucaryote possède un noyau qui contient l’information génétique de 

l’individu, l’ADN pour acide désoxyribonucléique. C’est une longue molécule linéaire 

d’environ deux mètres. Elle est composée de quatre bases azotées classées en deux groupes 

selon leur configuration chimique, les purines contenant la guanine (G) et l’adénine (A) et les 

pyrimidines avec la cytosine (C) et la thymine (T). Chacune des bases est liée à un sucre, le 

désoxyribose formant ainsi un nucléoside relié par un groupement phosphate pour donner des 

nucléotides. L’ADN étant une molécule à double hélice, chaque base s’associe à sa base 

complémentaire sur l’autre brin, la guanine s’apparie avec la cytosine et la thymine avec 

l’adénine (figure 1 ; Watson and Crick, 1953).  

L’ADN est une molécule chargée négativement étant donné sa richesse en groupements 

phosphates. De manière générale, nous retrouvons liées à l’ADN, des protéines riches en 

résidus chargés positivement. Parmi elles, les histones qui sont riches en résidus arginines et 

lysines (25% des résidus totaux), possèdent une charge globale positive. L’association des 

histones avec l’ADN neutralise une grande partie des charges négatives et permet ainsi son 

repliement sur lui-même et donc sa compaction. Seuls le squelette sucré et les phosphates de 

l’ADN interagissent directement avec les histones. Cet ensemble nucléoprotéique est appelé un 

nucléosome (figure 2), l’unité de base de la chromatine. L’ADN est associé majoritairement 

aux histones, mais il est lié également à des protéines telles que les facteurs de transcription.  

 

B.� Le nucléosome : l’unité de base de la chromatine  

Les histones dites canoniques, H2A, H2B, H3 et H4, ont un poids moléculaire allant de 

11 à 14 kDa (Luger et al., 1997). Ce sont des protéines conservées entre les espèces. Elles sont 

composées d’un domaine de type globulaire et d’une queue sans structure définie dans leur 

partie amino-terminale. Cette dernière est le site de modifications post-traductionnelles qui vont 

induire des changements dans le comportement des histones au sein de la chromatine (pour 

revue voir Tessarz and Kouzarides, 2014). Le domaine globulaire, appelé « histone fold », est 

une succession de trois hélices α séparées par deux boucles (Arents et al., 1991). Ce domaine 

est le site d’interaction des histones entre elles. Ainsi, les histones H2A et H2B s’associent en 

hétérodimère, tandis que les histones H3 et H4 forment un hétérotétramère. Puis, deux dimères 

d’H2A/H2B et un tétramère d’histones H3/H4 s’assemblent pour former l’octamère qui est 

l’unité fonctionnelle de l’histone (figure 2). Cette particule ressemble à un disque de 11 nm de 



Figure 3 : Représentation de l’enchaînement des nucléosomes dans le noyau.
Représentation schématique de répétitions de nucléosomes dans une fibre de la chromatine
(A) et structure dite en « collier de perles » (B). Observation au microscope électronique à
transmission de la structure en « collier de perles » dans un noyau (C).
(Modifiée d’après Woodcock et al., 2006).
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diamètre et de 5,6 nm de hauteur, autour duquel s’enroule l’ADN, sans qu’il y ait de contact 

entre les bases de l’ADN et les histones (Luger et al., 1997). En effet, les histones interagissent 

uniquement avec le squelette sucré et les phosphates de l’ADN.  

 

L’assemblage de l’ADN autour des octamères d’histones entraîne la formation d’une 

fibre de 11 nm de diamètre que l’on appelle « collier de perles » observable au microscope 

électronique (figure 3 ; Kornberg, 1974). Ce premier niveau d’organisation assure un 

raccourcissement de l’ADN à 1/6
ème de sa taille. Lorsque la chromatine est digérée avec une 

endonucléase telle que la nucléase micrococcale (MNase), des fragments d’ADN dont la taille 

est un multiple de 200 paires de bases (pb) sont générés. Cette taille minimale correspond à 

environ 2 tours d’ADN autour d’une particule de cœur. L’étude par cristallographie aux rayons 

X des nucléosomes a montré que l’ADN fait environ 1,7 tours de l’octamère d’histones, soit 

147 pb (pour revue voir Corless and Gilbert, 2016). Entre deux nucléosomes, l’ADN dit « de 

liaison » mesure environ 50 pb bien que cette longueur soit très variable (Öberg et al., 2012). 

L’ADN de liaison est lié à une cinquième histone (histone H1), différente des autres, qui induit 

des variations dans la structure de la fibre de 11 nm. Cette histone H1 de 23 kDa, possède des 

extrémités carboxy- et amino-terminales positivement chargées entourant un domaine « winged 

helix » de type globulaire. Sa présence n’est pas constante dans tout le génome, par exemple 

elle est présente de façon plus importante dans les régions péri-centromériques, ce qui contribue 

à l’hétérogénéité structurale de la chromatine (Dorigo et al., 2004). En l’absence de l’histone 

H1, les nucléosomes s’organisent en enfilade tandis qu’en présence de l’histone H1, ils sont en 

zigzag. Les régions riches en histone H1 sont globalement plus fortement compactées 

(Woodcock et al., 2006). 

 

C.� Les différents niveaux de repliement de la chromatine  

Il existe une organisation de la chromatine en fibres de tailles plus grandes que celle de 

11 nm de diamètre, la fibre de 30 nm observée en interphase et la fibre de 300 nm qui est le 

repliement de la fibre de 30 nm. Pour la fibre de 30 nm de diamètre, nous ne connaissons que 

peu de choses sur elle et elle reste très controversée. Selon certains auteurs, elle pourrait ne pas 

exister in vivo et serait un artefact de manipulation (Eltsov et al., 2008 ; Fussner et al., 2011 ; 

Maeshima et al., 2010). Néanmoins, elle est décrite comme un repliement sur elle-même de la 

fibre de 11 nm par l’interaction des portions amino-terminales des histones de cœur qui sortent 

de l’octamère, induisant un raccourcissement de la fibre de 6 fois.  



Figure 5 : Noyau d’une cellule somatique.
Observée au microscope électronique à transmission, la chromatine du noyau d’une cellule
somatique présente des zones de densité différente. L’hétérochromatine (hc) qui apparait plus
dense qui correspond à la chromatine compactée, située plutôt en périphérie du noyau.
L’euchromatine (ec) qui est moins compactée et apparait donc plus claire. Elle correspond aux
régions transcriptionnellement actives et est située au centre du noyau. Nu : nucléole, RE :
Réticulum endoplasmique.
(D’après Microscopy & Imaging Facility, Hamilton College, Clinton, NY, Etats-Unis)

Figure 4 : La matrice nucléaire somatique.
La matrice nucléaire est composée de la
lamina (L) et d’un réseau de protéines et
d’ARN sous forme de fibres d’environ 10 nm
de diamètre. Elle est ici observée par
microscopie électronique dans des cellules
somatiques.
Nu : nucléole. Echelle (barre noire) : 1 μm
(D’après Nickerson et al., 1997).
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La fibre de 30nm de diamètre pourrait adopter différentes organisations. Une 

conformation en solénoïde avec 5 à 6 nucléosomes par tour (McGhee et al., 1983) où les 

nucléosomes sont disposés de façon linéaire. Ou une conformation dite « two-start cross 

linker » où les nucléosomes sont empilés non pas avec le nucléosome le plus proche mais avec 

le suivant en formant ainsi un zig-zag, sur deux rangs parallèles (Dorigo et al., 2004).  

 

La fibre de 300 nm serait formée par le repliement de la fibre de 30 nm en larges boucles 

de 50 à 200 kilobases (kb) dont la base serait fixée à une matrice protéique ou matrice nucléaire. 

Sa structure tridimensionnelle exacte n’est pas connue car elle est peu accessible avec les 

moyens techniques actuels. A l’intérieur du noyau, la matrice nucléaire, liée à l’enveloppe 

nucléaire est un ensemble ribonucléoprotéique (lamine B, facteurs de transcription, 

topoisomérases II, ARN …) formant un réseau fibreux (figure 4). La matrice nucléaire est 

impliquée dans la réplication, la régulation de la transcription et la maturation des ARN 

(Blencowe et al., 1994 ; Chattopadhyay and Pavithra, 2007 ; Gluch et al., 2008). La fixation de 

la chromatine sur la matrice nucléaire se fait par l’intermédiaire de séquences d’ADN 

spécifiques, d’environ 200 pb, appelées « scaffold ou matrix attachment regions » (S/MAR ; 

Chattopadhyay and Pavithra, 2007). 

L’organisation des fibres de chromatine avec la matrice nucléaire permet la mise en 

place de zones de densité variable (figure 5) observées en microscopie électronique à 

transmission (MET) dans un noyau en interphase d’une cellule somatique. D’une part, des 

régions claires en MET qui correspondent à des régions d’ADN peu condensé. Elles sont situées 

généralement vers le centre du noyau et appelées l’euchromatine. Cette faible compaction 

permet une meilleure accessibilité des complexes protéiques à l’ADN. Ces régions génomiques 

sont caractérisées par une hyperacétylation des histones (cf. § II.A.b.1 acétylation) et une faible 

méthylation de l’ADN (cf. § III. A. méthylation de l’ADN) et sont donc généralement 

transcriptionnellement actives.  

D’autre part, des régions qui apparaissent très sombres à proximité de la membrane 

nucléaire. Elles correspondent à des régions très condensées ou hétérochromatine. La 

transcription des gènes y est réprimée à cause de l’inaccessibilité de l’ADN, liée à une 

hypoacétylation et à une hyperméthylation des histones et à la méthylation de l’ADN. 

L’hétérochromatine est elle-même subdivisée en deux parties qui se distinguent notamment par 

leur différence de méthylation sur l’histone canonique H3 (pour revue voir Trojer and Reinberg, 

2007) : 

 



Figure 7 : Représentation en microscopie électronique à transmission d’un chromosome
métaphasique.
Un chromosome métaphasique observé au microscope électronique à transmission. On observe une
chromatine extrêmement compactée (x10 000 par rapport à l’ADN linéaire) avec les deux
chromatides sœurs reliées au centre par le centromère. Epaisseur x1400 nm.
(Modifiée d’après Sadava et al., 2008).
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Ce schéma représente les différents niveaux d’organisation de la chromatine permettant sa
compaction, de la fibre de 11 nm au chromosome métaphasique de la mitose.
(Modifiée d’après Pray, 2008).
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•� L’hétérochromatine facultative qui est dite dynamique car elle varie selon le stade de 

différenciation et le type cellulaire.  

•� L’hétérochromatine constitutive qui est permanente et identique dans tous les types 

cellulaires. Cette dernière permet de maintenir la stabilité du génome en gardant inactifs 

par exemple les éléments transposables. 

 

Le dernier niveau d’organisation de la chromatine est celui des chromosomes mis en 

place lors de la métaphase (processus de mitose ou méiose) où nous pouvons observer ces 

derniers plus facilement car les fibres de 300 nm s’enroulent sur elles-mêmes et l’ADN linéaire 

est compacté environ 10 000 fois, formant une structure dont l’épaisseur est de l’ordre de 1 400 

nm (figures 6 et 7).  

 

II.� La structure particulière de la chromatine spermatique  

Le spermatozoïde est une cellule hautement différenciée qui est produite dans la gonade 

mâle, ou testicule (figure 8), par le processus de spermatogenèse. 

Le testicule adulte est une glande paire et symétrique de l’appareil reproducteur mâle, possédant 

deux activités : une activité exocrine, la production des spermatozoïdes, et une activité 

endocrine qui est la synthèse d’hormones, en particulier les androgènes. Il est suspendu par les 

cordons spermatiques, à l’extérieur de la cavité abdominale, dans une poche cutanée protectrice 

appelée scrotum. Cette localisation anatomique permet de maintenir les testicules à une 

température légèrement inférieure à celle du corps, condition indispensable pour le 

développement de spermatozoïdes viables (Zorgniotti and Sealfon, 1988).  

A.� La spermatogenèse 

La spermatogenèse (figure 9) est divisée en plusieurs étapes permettant de passer d’une 

cellule souche diploïde, la spermatogonie, à une cellule haploïde, la spermatide, grâce au 

processus de la méiose. Dans une dernière étape, la spermiogenèse, nous assistons à une cyto-

différenciation profonde de la spermatide (cellule haploïde ronde) pour donner un 

spermatozoïde « fusiforme », caractérisé par une absence quasi totale de cytoplasme, une 

chromatine hautement compactée et un appareil locomoteur, le flagelle. Cette cyto-

différenciation ultime confère aux spermatozoïdes la capacité de se mouvoir par l’intermédiaire 

du flagelle afin d’atteindre l’ovocyte dans le tractus génital femelle. Par ailleurs, l’extrême 



Figure 8 : Le testicule et les tubules séminifères, lieux de la spermatogenèse.
A. Schéma d’un testicule relié au canal défèrent par l’intermédiaire de l’épididyme (modifiée
d’après Belleannée et al., 2012). Le testicule est composé de plusieurs lobules ou tubes séminifères
séparés par l’espace interstitiel.
B. Coupe histologique transversale de testicule humain montrant un tubule séminifère composé des
cellules de Sertoli et de la lignée germinale (modifiée d’après Clermont et al., 2009).
C. Schéma de la paroi d’un tubule séminifère présentant deux cellules de Sertoli en contact avec des
cellules germinales aux principaux stades de différenciation de la spermatogenèse, (modifiée
d’après Holstein, 1994). Les cellules de Sertoli sont liées entre-elles par des jonctions serrées qui
vont former la barrière hémato-testiculaire et délimiter deux compartiments — basal et ad luminal.
Elles éliminent également au fur et à mesure les cellules germinales apoptotiques et les corps
résiduels, ce sont des vésicules membranaires contenant les organites et le cytosol excédentaires des
spermatides, produits lors de la spermatogenèse et qui pourraient se révéler nuisibles pour la
production des gamètes.
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compaction du noyau spermatique a également pour but de protéger le génome paternel qui doit 

être délivré dans l’ovocyte lors de la fécondation.  

Les futurs gamètes doivent subir les trois grandes étapes qui composent la 

spermatogenèse : une phase pré-méiotique de prolifération des cellules souches germinales, une 

phase méiotique de production de cellules haploïdes et une phase post-méiotique de 

différenciation de celles-ci en spermatozoïdes, la spermiogenèse. Afin d’obtenir, les cellules 

haploïdes ou spermatides, les cellules germinales (spermatocytes primaires ou de type I) 

subissent deux méioses. La première est dite réductionnelle car elle réduit de moitié le nombre 

de chromosomes entre les cellules-filles. La seconde méiose est dite équationnelle car il n’y a 

eu aucune réplication de l’ADN entre les deux divisions. Ce sont les chromatides sœurs qui 

vont être séparées entre deux cellules-filles possédant le même nombre de chromosomes (figure 

10).  

 

Avant de subir la spermiogenèse, le noyau des cellules germinales, des spermatogonies 

aux spermatocytes de type II, possèdent une chromatine qui est identique à celle d’une cellule 

somatique, c’est-à-dire que l’ADN est enroulé autour d’histones. Au cours de la 

spermatogenèse, certaines histones canoniques vont être remplacées par des variants dont 

certains sont spécifiques de la lignée germinale, induisant des variations dans la structuration 

de la chromatine.  

 

a.� L’incorporation de variants d’histones  

De façon générale, l’incorporation de variants d’histones et/ou les modifications post-

traductionnelles sur les régions amino-terminales des histones induisent des variations dans la 

conformation de la chromatine et jouent un rôle dans la régulation de l’expression génique en 

fonction du type cellulaire et du stade de développement (pour revue voir Talbert and Henikoff, 

2017). Parmi les variants d’histones contenus dans les cellules germinales, nous retrouvons :  

  

1.� Les variants de l’histone H1  

Le variant H1t, qui est le variant de l’histone H1 spécifique du testicule, est détecté 

uniquement à partir du stade pachytène dans les spermatocytes de type I (Drabent et al., 2003) 

et permet de maintenir un haut niveau d’expression jusqu’au stade spermatide allongée. Des 

études in vitro ont montré que H1t lie de façon moins covalente les nucléosomes que l’histone 



Figure 9 : Représentation schématique de la spermatogenèse.
La spermatogenèse se déroule schématiquement en trois phases : proliférative, méiotique et
spermiogenèse. Chacune d’elles est associée à des types cellulaires particuliers de la lignée
germinale. Les spermatogonies A souches (SSC) renouvellent la population de cellules
germinales indifférenciées. Les spermatogonies A progénitrices s’amplifient par mitoses
successives (As, Aap, AaI) puis engagent leur différenciation en spermatogonies de type
intermédiaire et spermatogonies B. Les spermatogonies subissent ensuite une première division
méiotique et deviennent des spermatocytes primaires (2n) puis secondaires (1n). Enfin, les
spermatocytes évoluent en spermatides rondes puis allongées. Ces dernières donneront
naissance aux spermatozoïdes testiculaires. SSC : spermatogonial stem cells, As :
spermatogonie A single , Aap spermatogonies A appariées, AaI : spermatogonies A alignées.
(modifiée d’après Physiologie Humaine Sherwood, 2006 De Boeck).
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H1 et permet ainsi de maintenir une chromatine dans une configuration dite ouverte, requise 

pour la recombinaison méiotique, le remplacement des histones et la transcription.  

 

Le variant H1t2 (ou H1 histone family, member N, testis-specific (H1fnt)) quant à lui 

est exclusivement exprimé dans les spermatides. Contrairement à l’histone H1t, l’invalidation 

constitutive de H1t2 conduit à une infertilité avec des spermatozoïdes de la queue d’épididyme 

morphologiquement anormaux. Des défauts d’élongation et de condensation de l’ADN des 

spermatides (Martianov et al., 2005 ; Tanaka et al., 2005) ont été rapportés, suggérant un rôle 

critique de H1t2 dans le remplacement des histones par les protamines. De plus, dans les 

spermatides rondes, H1t2 colocalise et interagit avec le complexe polycomb PRC2 dont fait 

partie l’histone méthyltransférase EZH2 (histone-lysine N-methyltransferase enzyme, Enhancer 

of zeste 2) suggérant un rôle de H1t2 dans le remodelage de la chromatine dans les spermatides 

allongées (Lambrot et al., 2012). En effet, EZH2, au sein du complexe PRC2, intervient dans 

la mise en place de modifications post-traductionnelles sur les queues amino-terminales des 

histones et notamment la méthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me3), induisant 

une compaction de la chromatine (Cao et al., 2002).  

HILS1 (spermatid-specific linker histone H1-like protein) est uniquement exprimée dans les 

spermatides entre les stades 9 et 15 (cf. § II.A.b. la spermiogenèse) qui est la fenêtre de temps 

cruciale où les spermatides subissent la transition histones/protamines (Yan et al., 2003). 

Comme pour l’histone H1, il existe des variants des histones canoniques (H2A, H2B, H3).  

 

2.� Les variants des histones H2A et H2B  

Concernant H2A, le variant γH2A.X est impliqué dans les cassures doubles brins et 

H2A.Z qui est souvent enrichi dans les sites d’initiation de la transcription de gènes actifs (TSS, 

Transcription start sites), mais ces variants sont aussi présents dans les cellules somatiques 

(pour revue voir Turinetto and Giachino, 2015). H2A.Z est similaire à seulement 60% de 

l’histone H2A et ce variant est moins stable dans le dimère H2A/H2B (Jin and Felsenfeld, 2007 

; Placek et al., 2005). L’invalidation de H2A.Z est létale chez la souris (Faast et al., 2001). Dans 

les cellules testiculaires, H2A.Z est détecté dans les cellules germinales jusqu’à la 

spermiogenèse et disparaît en partie au moment de la réorganisation de la chromatine (Greaves 

et al., 2006). 



Figure 10 : La méiose.
La méiose est une série de deux divisions mitotiques successives. Elle permet à partir d’un
spermatocyte primaire I (diploïde, 2n) de donner naissance à quatre cellules haploïdes (1n), les
spermatides. La prophase de la première division de méiose est une étape longue comprenant 5
étapes : leptotène, zygotène, pachytène (recombinaison homologue), diplotène et diacinèse. Au
terme de la première division, dite réductionnelle, la séparation des chromosomes paternels et
maternels appariés conduit à la formation d’un spermatocyte de type II. Chaque chromosome
est alors composé de deux chromatides. La deuxième division est dite équationnelle et aboutit
à la répartition de chacune des chromatides dans les deux cellules filles appelées spermatides.
(modifiée d’après Physiologie Humaine Sherwood, 2006 De Boeck).
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Un autre variant, macroH2A est caractérisé par la présence d’un large domaine carboxy-

terminal (30 kDa) connecté à l’histone fold (Chakravarthy et al., 2005). Le variant macroH2A 

est associé à l’hétérochromatine qui est transcriptionnellement inactive. De plus, ce variant 

interagit avec des histones déacétylases, signe d’une conformation fermée de la 

chromatine (Chakravarthy et al., 2005). Ce variant intervient dans l’inactivation des 

chromosomes sexuels et est localisé dans le XY-body à partir du stade pachytène pendant la 

spermatogenèse (Hoyer-Fender et al., 2000). Néanmoins, l’invalidation du variant MacroH2A 

n’est pas létale malgré des défauts dans la croissance pré- et post-natale et une déficience dans 

la reproduction mâle (Pehrson et al., 2014).  

Le variant de l’histone H2A spécifique du testicule, TH2A, est incorporé dès le stade 

spermatogonie (Trostle-Weige et al., 1982). H2ALap1 est un autre variant de l’histone H2A 

qui est retrouvé entre le stade pachytène et le stade spermatide ronde. H2ALap1 est localisé sur 

les TSS et sélectivement enrichi sur les gènes du chromosome X qui sont actifs seulement dans 

les spermatides rondes (Nekrasov et al., 2013 ; Soboleva et al., 2012).  

D’autres variants de l’histone H2A, H2AL1 et 2, se positionnent sur les régions péri-

centromériques dans les spermatides condensées (Govin et al., 2007) chez la souris mais ne 

sont pas retrouvés chez l’homme. Le variant H2AL2 est synthétisé en même temps que les 

protéines de transition et sa fonction primaire est de permettre aux protéines de transition d’être 

incorporées dans la chromatine (Barral et al., 2017).  

Pour l’histone H2B, nous ne trouvons qu’un seul variant qui est spécifique du testicule 

TH2B, découvert en 1975 (Shires et al., 1975). Ce variant s’accumule dans les spermatocytes 

du stade leptotène. Il permet de maintenir un haut niveau d’expression dans les cellules. Pendant 

que le niveau d’expression de TH2B augmente, nous observons une chute de l’expression de 

l’histone canonique H2B (Rao and Rao, 1987).  

 

Il est intéressant de noter que le gène codant pour TH2A et celui codant pour TH2B sont 

juxtaposés sur le chromosome 17 dans le génome de la souris et partagent un promoteur 

commun (Huh et al., 1991 ; Trostle-Weige et al., 1982).  

 

3.� Variants de l’histone H3  

Les histones H3.1 et H3.2 sont dites canoniques car elles ne différent que d’un acide 

aminé. Il existe deux variants de l’histone H3 au niveau germinal : H3t et H3.3.  



Queue amino-terminal Hélice α 1 

Hélice α 2 Boucle 1 Boucle 2 Hélice α 3 

Domaine histone fold

Figure 11 : Séquence en acides aminés de l’histone H3 et ses variants.
Représentation de la séquence en acides aminés de l’histone H3 et de ses variants H3.3, H3t
et CENP-A. En violet, les 5 acides aminés qui différent entre l’histone H3.3 et les histones
canoniques H3.1 et H3.2, ces dernières ne différent que d’un acide aminé entre elles.
(Modifiée d’après Szenker et al., 2011).
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L’histone H3.3 ne diffère de H3.1 que par 5 acides aminés et est générée à partir de deux gènes 

paralogues, H3F3A et H3F3B, qui produisent la même protéine H3.3 mais avec des régions 

régulatrices différentes (Szenker et al., 2011).  

Au niveau des cellules germinales, le transcrit H3F3A est détecté à de faibles niveaux tandis 

que celui de H3F3B est hautement présent dans les spermatocytes au stade prophase (Bramlage 

et al., 1997). L’incorporation de l’histone H3.3 donne une configuration plus ouverte à la 

chromatine et facilite la transcription (Jin and Felsenfeld, 2007). Des analyses 

d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), montrent que l’histone H3.3 est liée à des 

régions transcriptionnellement actives, tandis que H3.1 est typiquement associée avec des 

régions réprimées (Chen et al., 2013 ; Thakar et al., 2009).  

 

Le variant H3t (également connu sous le nom de H3.4) est spécifique du testicule même 

s’il est retrouvé à de très faibles niveaux dans les cellules somatiques (Govin et al., 2004 ; 

Trostle-Weige et al., 1984). Il diffère, comme H3.3, de 5 acides aminés de H3.1, cependant, les 

nucléosomes qui incorporent H3t sont instables comparés à ceux ayant H3.1 (figure 11). Chez 

l’homme, il a été trouvé un autre variant de l’histone H3, H3.5, qui est issu d’une duplication 

du gène H3F3B et qui est fortement exprimé dans le testicule (Schenk et al., 2011). H3.5 confère 

une stabilité moins importante au nucléosome que H3. Il colocalise avec les régions 

euchromatiniennes et est donc associé avec des régions transcriptionnellement actives 

(Urahama et al., 2016).  

 

Le variant de l’histone H3 spécifique des régions centromériques, CENP-A pour 

« centromere protein A » est une protéine très conservée de la levure à l’homme (Basrai and 

Hieter, 1995 ; Kalitsis et al., 1998 ; Palmer et al., 1991). La région carboxy-terminale (les 

résidus 48 à 135) qui correspond au domaine histone fold, est identique à 62% de celle de 

l’histone H3 (figure 11). Comme son nom l’indique, ce variant est spécifique des régions 

centromériques et il est impliqué dans le remodelage de la chromatine centromériques durant 

la formation des centromères (Dunleavy et al., 2009 ; Foltz et al., 2009 ; Mattiroli et al., 2015). 

Un nucléosome à variant CENP-A contient seulement 121 pb d’ADN, contrairement aux 

nucléosomes canoniques où nous sommes autour de 147 pb (Tachiwana et al., 2011) permettant 

ainsi une configuration ouverte et facilitant la liaison des protéines du kinétochore pour la 

migration des chromosomes durant la mitose (Roulland et al., 2016). De plus, il est montré que 

CENP-A peut être recruté sur les cassures ADN doubles brins pour faciliter sa réparation 

(Zeitlin et al., 2009).  



Figure 12 : Modifications structurales lors de la spermiogenèse.
La spermiogenèse est décomposée en 16 stades à l’issue desquelles un spermatocyte II se
différencie en un spermatozoïde testiculaire. Cette phase de différenciation est marquée par
des changements morphologiques majeurs de la cellule germinale. L’appareil de Golgi
fusionne pour donner une vésicule unique, l’acrosome. Le centriole distal s’allonge
progressivement pour former l’axonème, squelette du futur flagelle. Les spermatides prennent
peu à peu une apparence allongée. Les mitochondries se regroupent autour de la partie
proximale de l’axonème dans la pièce intermédiaire du flagelle. La majeure partie du
cytoplasme est éliminée sous la forme de corps résiduels. Le noyau se condense sous l’effet du
remplacement séquentiel des histones par les protéines de transition (TNP) puis par les
protamines (PRM).
(Modifiée d’après Physiologie Humaine Sherwood, 2006 De Boeck).
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La délétion de CENP-A entraîne de nombreux défauts dans la mitose et conduit également à 

des aneuploïdies (cellule possédant un nombre anormal de chromosomes ; Goutte-Gattat et al., 

2013 ; Régnier et al., 2005).  

 

Il n’existe à ce jour aucun variant connu pour l’histone H4. 

 

L’incorporation des différents variants est nécessaire lors de la spermatogenèse pour 

permettre la transcription de nombreux gènes indispensables pour la suite des événements 

(spermiogenèse), comme ceux codant pour les protéines de transition (TNP) et les protamines 

(PRM), mais aussi pour faciliter le relâchement de la chromatine afin d’incorporer les TNP puis 

les PRM lors de la spermiogenèse. Néanmoins, dans certaines espèces telles que les mollusques, 

la transition entre les histones et les PRM est directe et sans passage par les TNP (Chiva et al., 

2011) tandis que chez certains poissons (carpe, truite …), il n’y a pas de remplacement des 

histones lors de la spermatogenèse (Kennedy and Davies, 1980).  

 

b.� La spermiogenèse : remodelage de la chromatine  

La dernière phase de la spermatogenèse, la cyto-différenciation ou spermiogenèse, 

débute immédiatement après la 2ème division méiotique. Chez la souris, la spermiogenèse est 

décomposée en 16 étapes marquées par des changements morphologiques majeurs de la cellule 

germinale (formation de l’acrosome et du flagelle, disparition du cytoplasme et compaction de 

la chromatine), indispensables à la formation d’un spermatozoïde fonctionnel (Hess and Renato 

de Franca, 2008). Nous pouvons initialement distinguer les spermatides au noyau arrondi 

(stades 1 à 8) dont la chromatine homogène permet à ce stade une activité transcriptionnelle 

réduite consacrée uniquement aux transcrits codant les protéines utiles à la poursuite de la 

différenciation (essentiellement variants d’histones, protéines de transition TNP1/TNP2 et 

protamines PRM1/PRM2 ; Hecht, 1990). Par la suite, les spermatides s’allongent 

progressivement (stades 8 à 11). Les spermatides matures présentent une chromatine dès lors 

inactive, structurée sous sa forme la plus compacte (stades 11 à 14). La majeure partie du 

cytoplasme est éliminée et nous assistons au développement du flagelle (stades 14 à 16 ; figure 

12). 

 

Au cours de ce processus de spermiogenèse, en plus des changements de forme de la 

cellule, la chromatine subie des changements importants et devenir plus condensée. De 

nombreuses histones canoniques ou variants, après la mise en place de modifications post-



Figure 13 : Liste des modifications post-traductionnelles sur les quatre
histones canoniques.
Résumé des sites de modifications post-traductionnelles : phosphorylation
(rouge), acétylation (bleu), méthylation (vert) et ubiquitinylation (orange)
possibles sur les histones canoniques (H3, H4, H2A et H2B).
(Modifiée d’après Portela and Esteller, 2010).
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traductionnelles telles que l’acétylation sur les régions amino-terminales, sont remplacées par 

les TNP et par la suite, par des protéines encore plus basiques, les PRM.  

Chez les Mammifères, toutes ces modifications successives provoquent une réorganisation 

complète de la structure de la chromatine spermatique, permettant une condensation plus 

importante que celle observée dans les cellules somatiques (cf. chapitre suivant). 

 

1.� Les modifications post-traductionnelles des histones.  

Il existe des centaines de modifications post-traductionnelles sur les protéines mais dans 

cette partie du manuscrit, je n’évoquerai que certaines modifications décrites dans la littérature 

au niveau des histones dans la lignée germinale : la phosphorylation, l’acétylation, 

l’ubiquitinylation, la crotonylation et la méthylation (figure 13). 

 

� La phosphorylation  

La phosphorylation des histones exerce un changement sur l’expression de gènes dans 

les cellules somatiques, soit en agissant comme un site d’accueil pour des protéines régulatrices 

de l’expression soit en interagissant avec d’autres modifications post-traductionnelles telles que 

la méthylation ou l’ubiquitinylation.  

Au cours du processus de spermiogenèse, il a été montré que les histones affichaient de 

nombreuses phosphorylations (Govin et al., 2010 ; Song et al., 2011). Parmi elles, la 

phosphorylation de l’histone H4 sur la sérine 1 (H4S1ph) est une marque très conservée de la 

drosophile à l’homme. Chez la drosophile, la marque H4S1ph est détectée dans les 

spermatocytes et est très abondante dans les spermatides en condensation, permettant soit une 

compaction directe de la chromatine soit le remplacement des histones par les TNP 

(Krishnamoorthy et al., 2006 ; Wendt and Shilatifard, 2006).  

En utilisant des approches de spectrométrie de masse type LC/MS, il a été identifié neuf 

sérines et une thréonine phosphorylées sur le variant de l’histone H1, HILS, présent dans les 

spermatides allongées (Mishra et al., 2015). Le même groupe a identifié un résidu sérine 

phosphorylé sur l’histone TH2B (Pentakota et al., 2014). Récemment, la phosphorylation d’une 

thréonine sur le variant d’histone TH2A a été mise en évidence au cours de la spermatogenèse 

(Hada et al., 2017). Cependant, le rôle physiologique de ces phosphorylations reste encore à 

être élucidé.  
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� L’acétylation  

L’acétylation consiste en l’ajout d’un groupement acétyle (-COCH3) sur les lysines. Au 

niveau des cellules somatiques, l’acétylation joue un rôle dans l’activation de la transcription 

en permettant l’ouverture de la chromatine, car l’ajout d’un groupement acétyle entraîne la perte 

d’une charge négative sur la région amino-terminale de l’histone. Au niveau germinal, 

l’augmentation de l’acétylation de l’histone H4 est un événement physiologique connu depuis 

longtemps, qui précède la transition des histones en protamines et qui est conservé de la 

drosophile à l’homme (Awe and Renkawitz-Pohl, 2010 ; Grimes and Henderson, 1984 ; 

Meistrich et al., 1992 ; Oliva and Mezquita, 1982 ; Sonnack et al., 2002 ; Zarnescu, 2007).  

 

Dans les spermatides allongées, trois résidus lysines sur la partie amino-terminale de 

l’histone H4 sont hyperacétylés (H4K5, H4K8 et H4K16) et associés à une dégradation des 

enzymes responsables de l’hypoacétylation, les HDAC (pour Histone deacetylases ; Caron et 

al., 2003). Dans les spermatides, lors de la condensation de la chromatine, l’hyperacétylation 

de l’histone H4 disparaît progressivement dans la partie antérieure, corrélant avec une 

compaction du génome de la partie antérieure en direction postérieure (Hazzouri et al., 2000).  

 

Deux mécanismes d’action, non exclusifs, ont été proposés pour expliquer l’importance 

de l’hyperacétylation dans la transition histones/protamines : soit l’hyperacétylation déstabilise 

l’interaction histones-ADN et permet donc une ouverture de la chromatine facilitant la fixation 

de facteurs d’échange de protéines, soit l’hyperacétylation permet le recrutement et la fixation 

de facteurs à bromodomaine, capables de reconnaître les lysines acétylées et ainsi permettre 

l’action de facteurs de remodelage. Les complexes de remodelage sont des complexes 

protéiques qui reconnaissent spécifiquement les différentes modifications des histones et de 

l’ADN, permettant ainsi de nombreux changements au sein de la chromatine (déplacement des 

nucléosomes, déroulement de l’ADN, remplacement des histones par des variants ou d’autres 

protéines ; pour revue voir Clapier et al., 2017).  

 

Il existe de nombreuses protéines à bromodomaine dont l’expression est restreinte aux 

cellules germinales chez l’homme et les rongeurs (Dhar et al., 2012). Parmi les protéines à 

bromodomaine, BRDT (bromodomain testis-specific protein) est exprimée dans les cellules 

germinales durant les phases pachytène et diplotène des spermatocytes et dans les spermatides 

(Dhar et al., 2012 ; Shang et al., 2007). BRDT, en liant l’histone H4 hyperacétylée, induit à la 

fois une condensation de la chromatine et le recrutement une protéine appartenant à un 
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complexe de remodelage SWI/SNF (Switching and sucrose non-fermenting) dépendant de 

l’ATP : Smarce1 (SWI/SNF-related matrix associated actin-dependent regulator of chromatine 

1 ; Dhar et al., 2012 ; Pivot-Pajot et al., 2003).  

Une autre protéine à bromodomaine a été étudiée, BRD4. Elle est exprimée dès le stade 

spermatogonie (Shang et al., 2004) et durant la spermatogenèse (Bryant et al., 2015). BRD4 

induit l’ouverture de la chromatine et la fixation de facteurs de remodelage. Les auteurs 

montrent que l’association de BRD4 avec l’histone H4 acétylée décroît dans les spermatides 

allongées, au moment où les histones sont remplacées par les protéines de transition.  

Par ailleurs, il a été montré que deux enzymes du complexe histone acétyltransférase 

NuA4 (EPC1 et TIP60), sont co-exprimées dans les cellules germinales mâles (Shima et al., 

2004) et jouent un rôle dans l’hyperacétylation au cours de la spermatogenèse. En effet, 

l’invalidation de EPC1 ou TIP60 conduit à une hypoacétylation des histones dans les 

spermatides allongées et un arrêt de la spermiogenèse (Dong et al., 2017). Les auteurs notent 

également une augmentation de l’expression de gènes au sein des spermatides rondes tels que 

ceux codant pour les protamines et les protéines de transition ou des protéines chaperonnes 

HSPAI (Dong et al., 2017).  

 

� L’ubiquitinylation  

L’ubiquitinylation est un processus catalytique faisant intervenir 3 enzymes. 

L’ubiquitin-activating enzyme 1 active le groupement ubiquitine qui est ensuite transféré à 

l’ubiquitin-conjugating enzyme 2 (E2). L’enzyme E2 et son substrat sont reconnus par 

l’ubiquitin-protein ligase E3 qui catalyse le transfert du fragment ubiquitine sur la protéine. 

Dans certains cas, il existe de multiples tours d’ubiquitinylation sur la protéine (Jason et al., 

2002 ; Welchman et al., 2005). Généralement, le marquage de la protéine par l’ubiquitine 

conduit à sa dégradation par le protéasome 26S ou système ubiquitine-protéasome. Il peut aussi 

intervenir dans diverses voies de signalisation impliquées dans la réponse aux dommages à 

l’ADN, la régulation du cycle cellulaire et le métabolisme (Weake and Workman, 2008).  

Dans les cellules germinales, les histones H2A et H2B sont ubiquitinylées par une 

protéine appelée RNF8 qui est une ubiquitin-protein ligase E3 contenant un domaine RING en 

carboxy-terminal, conduisant à une relaxation de la chromatine et au recrutement d’une 

acétyltransférase permettant l’acétylation de l’histone H4 (Lu et al., 2010).  
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� La crotonylation 

La crotonylation est la dépot d’un groupement crotonyl (CH3-CH=CH-CO-) sur la 

lysine des histones localisées sur des gènes actifs dans les spermatides post-méiotiques. Une 

vague importante d’hypercrotonylation apparaît lors de la formation des spermatides allongées 

et interviendrait supposément dans le remplacement des histones par les TNP (Montellier et al., 

2012 ; Tan et al., 2011).  

 

� La méthylation  

La méthylation est l’ajout d’un groupement méthyle (-CH3) sur des résidus arginines et 

lysines, catalysé par une méthyltransférase (Bedford and Richard, 2005 ; Rivera et al., 2014). 

La méthylation des histones représente l’une des plus importantes modifications post-

traductionnelles qui induit de nombreux changements sur la chromatine somatique durant la 

prolifération cellulaire, la différenciation… Par exemple, la marque H3K27me3 déposée par 

EZH2, conduit à une compaction de la chromatine et donc à une inhibition de la transcription. 

Cette marque est notamment retrouvée dans l’hétérochromatine constitutive. Au niveau de la 

méthylation des histones, selon les marques déposées, nous pouvons retrouver une 

conformation dite active (H3K4me3) ou répressive de la chromatine en lien avec l’activation 

ou l’inhibition de la transcription (Barski et al., 2007 ; Bernstein et al., 2007). 

Une étude récente montre que la méthylation de l’histone H3K79 est exclusivement 

détectée dans les spermatides allongées, précédant le remplacement des histones et corrèle avec 

l’hyperacétylation de l’histone H4. De plus, cette marque est conservée dans les testicules de la 

drosophile à l’homme (Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b). Des avancées dans la 

technologie de spectrométrie de masse ont montré qu’une proportion d’histones canoniques 

(H3, H4, H2A et H2B) est hyperméthylée (résidus lysines et arginines confondus) quand elles 

sont purifiées de spermatozoïdes humains comme par exemple H3R83me1, H3K117me3 et 

H2BK121me3 (Brunner et al., 2014). 

 

Les études sur les différentes modifications post-traductionnelles au cours de la 

spermiogenèse restent encore à être poursuivies pour connaître leur rôle précis dans la transition 

des histones vers les protamines. Il est bien évident que d’autres acteurs et d’autres 

modifications post-traductionnelles des histones interviennent dans cette transition. Par 

exemple, il a été montré récemment qu’une protéine liant l’ADN et possédant un 

chromodomaine, CHD5 (pour Chromodomain helicase DNA binding protein 5), est exprimée 



Figure 14 : Résumé des mécanismes de régulation de la transition histone-protamine.
ReprésentationA. schématique de la cinétique d’intervention des acteurs moléculaires participant à
la transition histone-protamine.
LesB. HAT conduisent à l’hyperacétylation des histones H4 et est couplée à l’incorporation de
variants d’histones par les chaperonnes HIRA. Les histones hyperacétylées sont reconnues par les
protéines BRDT facilitant le recrutement des complexes de remodelage (Swi/Snf) nécessaires à la
relaxation de la chromatine. L’ubiquitine E3 ligase RNF8 permet quant à elle l’ubiquitinylation
et la protéolyse des histones H2A et H2B. L’intégration des TNP est facilitée par l’intervention
des chaperonnes d’histones HSPA2. La topoïsomèrase 2 (TopoIIß) induit des cassures doubles
brins d’ADN ce qui contribue à diminuer la tension de la double hélice. Cet événement conduit
au recrutement de PARP sur les sites de cassures. Par l’ajout de résidus Par, il favorise la
déstabilisation des nucléosomes et l’intégration des protamines acheminées à la chromatine par
les chaperonnes Caf-1.
(HATA) : Histone acetyltransferase, PARP : Poly ADP ribose polymerase, PAR : poly ADP rybosyl,
RFN8 : Ring finger protein 8, CAF-1 : chromatine assembly factor, Topo2b : Topoisomerase 2b,
PRM : protamine, TNP : protéine de transition.

(Modifiée d’après Rathke et al., 2014).
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dans les testicules humains durant la spermatogenèse (Li et al., 2014). CHD5 est capable de 

reconnaître les marques acétylées de l’histone H4 et réalise une fonction similaire à celle de 

BRDT dans le remplacement des histones (Li et al., 2014).  

 

� Les cassures ADN au cours de la spermiogenèse  

Durant cette réorganisation de la chromatine spermatique, l’ADN subi des cassures qui 

sont mises en place par l’activité de la topoisomérase IIß (TopoIIß). Ces cassures d’ADN sont 

reconnues par les poly(ADP)ribose polymérases (ou PARP). PARP1 et 2 coordonnent la 

décondensation de l’ADN de façon dépendante de TopoIIß et facilitent le remplacement des 

histones (Laberge and Boissonneault, 2005 ; Marcon and Boissonneault, 2004 ; Meyer-Ficca et 

al., 2009, 2011). Les topoisomérases sont des protéines appartenant à la matrice nucléaire, qui 

interviennent notamment dans la réplication, la transcription, la condensation ou la 

décondensation de la chromatine. Elles sont capables d’induire des cassures de l’ADN, de 

manière contrôlée (Wang, 2002). En plus de l’intervention de la TopoIIß et des PARP, nous 

observons l’arrivé d’un variant de l’histone H2A spécifique des cassures de l’ADN, γH2A.X 

(Redon et al., 2002). En effet, dans les spermatocytes, γH2A.X est mis en place en réponse aux 

cassures doubles brins d’ADN (Blanco-Rodríguez, 2009 ; Celeste et al., 2002), afin de 

permettre leur réparation après le remplacement des histones.  

 

A la suite de ces différents évènements de modifications des histones (figure 14), la majorité 

des histones canoniques ou variants est remplacée par des protéines dites de transition.  

 

2.� Les protéines de transition (TNP)  

Elles vont remplacer la quasi-totalité des histones (canoniques et variants) chez les 

Mammifères. Nous dénombrons quatre TNPs mais seules deux font l’objet d’études 

approfondies, TNPs 1 et 2 (Akama et al., 1994, 1995 ; Unni et al., 1994). Ce sont des petites 

protéines (entre 50 et 140 résidus) plus riches en résidus arginines et lysines que les histones et 

donc plus basiques (cependant moins que les protamines).  

 

TNP1 est une protéine de 54 acides aminés (6,2 kDa), composée de 20% de lysines, 

20% d’arginines, mais d’aucune cystéine (excepté chez le verrat, le taureau et le bélier) et elle 

est hautement conservée dans sa séquence entre espèces (figure 15). TNP1 est fortement 

exprimée et distribuée de façon homogène dans le noyau des spermatides. In vitro, TNP1 



TNP1 : 
MSTSRKLKTHGMRRGKNRAPHKGVKRGGSKRKYRKSVLKSRKRGDDASRNYRSHL  

TNP2 :
MDTKMQSLPTTHPHPHSSSRPQSHTSNQCNQCTCSHHCRSCSQAGHAGSSSSPSPGPPMKH
PKPSVHSRHSPARPSHRGSCPKNRKTFEGKVSKRKAVRRRKRTHRAKRRSSGRRYK  

Figure 15 : Séquence en acides aminés des protéines de transition 1 et 2.
Représentation de la séquence en acides aminés des protéines de transition murines TNP1
et TNP2.
(Modifiée d’après Lévesque et al., 1998).

Figure 16 : Modifications post-traductionnelles des protéines de transition.
Les protéines de transition au cours de la spermiogenèse, vont subir des modifications
post-traductionnelles : méthylation sur les lysines et arginines (bleu), phosphorylations sur
les sérines (noir), acétylations sur les lysines et sérines (jaune).
(Modifiée d’après Bao and Bedford, 2016).

Protéine de transition 2
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décroît la température de fusion de l’ADN (Singh and Rao, 1987), elle déstabilise l’interaction 

entre l’ADN et le nucléosome et relâche la chromatine quand elle est ajoutée à un complexe 

nucléosome-ADN (Singh and Rao, 1988). La protéine TNP1 augmente également l’activité de 

la topoisomérase I (Akama et al., 1999) et stimule la réparation des cassures simples brins 

d’ADN (Caron et al., 2001).  

TNP2 est deux fois plus grande que TNP1, avec 117 à 138 résidus selon les espèces (≈ 

13 kDa), et sa séquence est moins bien conservée. Elle est composée de 10% de lysines, 10% 

d’arginines, 5% de cystéines, ainsi que de sérines et de prolines (figure 15). Elle comporte deux 

domaines en doigts de zinc dans sa partie amino-terminale et sa région carboxy-terminale est 

très basique. Son expression varie beaucoup entre espèces. In vitro, TNP2 augmente la 

température de fusion de l’ADN et son ajout cause une condensation de l’ADN. Tout comme 

TNP1, elle permet un rapprochement des brins d’ADN et contribue ainsi à sa condensation par 

oligomérisation de brins d’ADN adjacents (Lévesque et al., 1998).  

 

Récemment, il a été montré que les TNP pouvaient subir, elles aussi, des modifications 

post-traductionnelles. Les TNP 1 et 2 possèdent de nombreuses sérines, lysines et arginines qui 

sont phosphorylées, acétylées ou méthylées, notamment au stade de spermatides allongées 

(Gupta et al., 2015) lors de la période de remplacement des histones par les PRM (figure 16).  

 

3.� Les protamines (PRM)  

Les protéines de transition sont ensuite à leur tour, remplacées par les protamines. Ces 

petites protéines (environ 50 résidus) hautement basiques sont produites par des gènes dérivés 

d’un gène ancestral qui est également à l’origine des gènes des histones (Eirín-López and Ausió, 

2009). Au cours du temps, la séquence et la structure des protamines ont divergé entre les 

espèces (Rooney et al., 2000). Deux types différents de protamines ont été caractérisés chez les 

Mammifères : PRM 1 et PRM 2.  

La protéine PRM 1 est produite sous sa forme mature (50 acides aminés) et est 

composée d’un domaine central très conservé riche en arginine, qui se lie à l’ADN entouré de 

courts segments riches en cystéines (figure 17). La queue amino-terminale possède plusieurs 

résidus sérines qui sont les sites de phosphorylation impliqués dans l’incorporation de PRM 1 

dans la chromatine des spermatides (Dadoune, 2003). 

PRM 2 est synthétisée sous la forme d’un précurseur d’environ 100 acides aminés. Les 

domaines arginines sont espacés à travers la PRM 2 mature et le nombre d’histidines est plus 

haut que chez PRM 1 (20% et 5%, respectivement ; Yelick et al., 1987). Cette pré-PRM 2 est 



Figure 17 : Modifications structurales lors de la spermiogenèse.
Représentation schématique des domaines des protamines 1 (A) et 2 (B) de souris.
Les sites riches en arginines et lysines (R/K) sont en noir.
(Modifiée d’après Balhorn et al., 2007).
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maturée par des clivages successifs, retirant près de 40 % de la partie amino-terminale. Chez 

l’homme et la souris, la pré-PRM 2 subit six étapes de clivage pour former la PRM 2 mature. 

Selon les espèces, des proportions variables de certaines formes intermédiaires de PRM 2 

peuvent être retrouvées dans les spermatozoïdes épididymaires (Debarle et al., 1995 ; Yoshii et 

al., 2005). Par ailleurs, chez l’homme, la souris et le hamster, PRM 2 peut se lier à du zinc par 

sa partie carboxy-terminale. Il est supposé que le zinc participe à la condensation finale du 

noyau spermatique, protégeant un nombre important de groupements thiols portés par les 

cystéines des protamines, de l’oxydation et ainsi limitant la formation de ponts disulfures intra- 

et inter- protamines (Björndahl and Kvist, 2010). De façon similaire à PRM 1, la forme mature 

de PRM 2 est phosphorylée afin de permettre sa liaison à l’ADN et déphosphorylée pour 

accroître la stabilité du complexe ADN-protamines (Dadoune, 2003). Comme pour les TNP, il 

a été récemment découvert 11 modifications post-traductionnelles sur les protamines murines 

incluant l’acétylation, la phosphorylation et la méthylation (Brunner et al., 2014). La sérine 55 

de la PRM 2 est suggérée, comme chez l’homme (Chirat et al., 1993) pour être phosphorylée 

par une protéine sérine/thréonine kinase, CAMK4, qui est spécifiquement détectée dans les 

stades tardifs des spermatides lors de l’incorporation des protamines (Wu et al., 2000).  

Les modifications post-traductionnelles sur les protamines pourraient être impliquées dans le 

processus de mise en place des protamines et leur éviction après la fécondation. En effet, la 

phosphorylation des PRM est nécessaire pour qu’elles soient déposées sur l'ADN pendant la 

spermatogenèse (Dadoune, 2003).  

 

A la fin de la spermatogenèse, le spermatozoïde possède une chromatine totalement 

différente de celle de la spermatogonie initiale. Nous n’observons plus les différentes 

organisations de la chromatine (euchromatine et hétérochromatine) dues à l’extrême 

compaction du noyau spermatique. En effet, les spermatozoïdes libérés dans la lumière des 

tubules séminifères possèdent une chromatine sept fois plus condensée que celle d’une cellule 

somatique en interphase (Ward and Coffey, 1991). Cette compaction nucléaire extrême, 

organisée en nucléo-protamines, a pour but de protéger le génome paternel des atteintes 

extérieures lors du transit dans les voies génitales mâles, jusqu’à l’ovocyte dans les voies 

génitales femelles. 



Figure 18 : Observation de l’organisation en tores des protamines au sein du noyau
spermatique.
Modèle montrant comment les deux protamines adjacentes (bleues) s’enroule autour de la double
hélice de l’ADN (blanc) dans le noyau spermatique de saumon (a)
Image montrant le complexe ADN protamine organisé en tore in vitro sur une surface de graphite
en ajoutant des protamines à de l’ADN attaché au graphite. Les tores formés in vitro sont
similaires en taille et en forme à ceux isolés de la chromatine de spermatozoïde humain (b).
Image montrant le tore d’ADN-protamine obtenu de la chromatine de spermatozoïde humain. Ces
tores contient approximativement 50 000 pb d’ADN dans chaque structure toroïdale dite en
« donut » (c).
(Modifiée d’après Balhorn et al., 2007).
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4.� L’organisation de la chromatine du spermatozoïde 

� L’organisation en nucléo-protamines 

Par une approche de microscopie électronique à balayage (MEB) sur des extraits de 

chromatine spermatique native humaine (figure 18), il a été observé une organisation 

particulière de la chromatine spermatique (Balhorn, 2007). En effet, la mise en place des PRM 

sur l’ADN confère à la chromatine une structure différente, étant donné leur petite taille et leur 

forte charge positive qui neutralise la charge négative du squelette d’ADN. Ainsi, l’ADN qui 

est lié aux PRM a une structure dites en tores (ou toroïdes) qui ressemble à un anneau sous 

forme d’un « donut » (Allen et al., 1997 ; Hud et al., 1993). Chaque tore contiendrait environ 

50 à 100 kb d’ADN (Brewer et al., 2003 ; Hud et al., 1995). 

Les PRM des Mammifères possèdent plusieurs cystéines, conduisant à l’établissement 

de ponts disulfures intra- et inter-protamines, conférant ainsi une compaction et une stabilité 

plus grandes à la chromatine. Néanmoins, certains modèles d’organisation proposés pour 

décrire la liaison des PRM et de l’ADN spermatique suggèrent que si les PRM 1 sont liées entre 

elles par des ponts disulfures pour assembler deux brins d’ADN, les PRM 2 seraient, elles, liées 

par des ponts salins de type « doigts de zinc » (Björndahl and Kvist, 2010). Cette structure de 

l’ADN spermatique existe dans un état semi-cristallin et elle est résistante à la digestion par des 

nucléases, contrairement à l’ADN lié aux histones (Sotolongo et al., 2003, 2005). 

 

D’après le modèle proposé par Ward en 2010, la chromatine spermatique des rongeurs 

serait organisée à l’intérieur du noyau en tores de 50 kb, attachés à leur base à la matrice 

nucléaire dont fait partie l’annulus nucléaire, par des MAR (figure 19 ; Matrix Attachment 

Region). En effet, l’équipe de Ward a pu isoler une structure protéique interne au noyau 

spermatique, dans de nombreuses espèces dont l’homme et la souris, à laquelle est fixée la 

chromatine par des séquences spécifiques encore peu étudiées. Cette structure située à la base 

du noyau spermatique, au niveau du site de fixation du flagelle, a été́ nommée annulus 

nucléaire à cause de sa forme en anneau courbé (à ne pas confondre avec l’annulus du flagelle, 

figure 20), et les séquences d’ADN qui y sont liées sont des « nuclear annulus-DNA 

sequences » (NA-DNA ; Ward and Coffey, 1989). Des études de ces MAR ont démontré 

qu’elles étaient spécifiques des cellules spermatiques (Nadel et al., 1995 ; Ward, 2010). Les 

MAR spermatiques réguleraient la transcription des gènes dans les spermatides lors de la 

spermiogenèse, pet ermettraient la formation du pronucleus mâle (nom du noyau gamétique 

haploïde juste après la fécondation et la réplication de l’ADN du zygote après la fécondation 

(Linnemann et al., 2009). En effet, l’injection intracytoplasmique, dans un ovocyte, d’ADN 



Figure 19 : Les trois éléments structuraux majeurs de la chromatine spermatique.
A. Durant la spermiogenèse, les histones sont remplacées par les protamines, condensant l’ADN

dans des toroïdes étroitement compactés. Chaque tore de protamines est un domaine en boucle.
B. Les tores de protamines peuvent être organisés par un empilement côte à côte. Les histones

persistantes sont retrouvés dans des solénoïdes (vert).
C. Les brins d’ADN qui lient les tores de protamines sont sensibles aux nucléases et sont donc liés

à des histones persistantes et attachés à la matrice nucléaire (bleu) par des MAR (Matrix
attachment region).

(Modifiée d’après Ward et al., 2010).
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spermatique nu seul ou co-injecté avec une matrice nucléaire spermatique isolée, ne permet ni 

la formation du pronucleus mâle ni sa réplication. A l’inverse, l’injection de matrice nucléaire 

spermatique uniquement associée aux courts fragments d’ADN à la base des tores (donc des 

fragments d’ADN associés aux MAR spermatiques) autorise la formation du pronucleus mâle 

et sa réplication, malgré une dégradation de l’ADN spermatique allant de 20% à 50 % (figure 

21 ; Shaman et al., 2007a, 2007b). 

 

� Les histones persistantes 

Une information importante acquise ces dernières années est que dans le noyau 

spermatique, tout l’ADN n’est pas associé à des protamines. En effet, il persiste des 

assemblages nucléosomaux (donc contenant des histones canoniques et des variants d’histones) 

dans le noyau spermatique avec un pourcentage variable selon les espèces. Chez la souris, nous 

comptons environ 1% d’ADN associé aux histones, ainsi que chez le taureau, le cheval et le 

hamster (Balhorn et al., 1977 ; Bench et al., 1996 ; Tovich and Oko, 2003), tandis que chez 

l’homme nous sommes plutôt autour de 5 à 10% (Erkek et al., 2013 ; Gatewood et al., 1990 ; 

Hammoud et al., 2009).  

A partir de ce constat de la persistance des histones dans le noyau spermatique, des équipes 

dont la nôtre, se sont posé la question de savoir si les histones persistantes été positionnées au 

hasard dans le génome ou bien positionnées dans des régions spécifiques. En utilisant des 

approches d’analyse globale du génome de type ChIP (immunoprécipitation de chromatine) et 

de séquençage à haut débit, immunolocalisation), il a été déterminé que les histones persistantes 

dans le noyau spermatique ne sont pas distribuées au hasard et ne sont donc pas le résultat d’un 

défaut de leur remplacement par les protamines (Arpanahi et al., 2009 ; Hammoud et al., 2009, 

2011). Selon Ward (Ward, 2010), les histones persistantes se retrouvent dans deux structures :  

-� Entre deux tores, attachées à la matrice, car ce sont des régions qui sont sensibles à des 

nucléases (DnaseI ; Noblanc et al., 2013 ; Sotolongo et al., 2003).  

-� Dans des solénoïdes, structures retrouvées également dans les cellules somatiques, en 

forme d’hélice, à intervalles plus ou moins réguliers (figure 19).  

Chez la souris, nous avons montré que les histones persistantes comme H3 et TH2B, 

étaient localisées à la périphérie et en partie basale du noyau spermatique (figure 22 ; Noblanc 

et al., 2013). En utilisant une approche similaire à l’équipe de Ward sur la décondensation du 

noyau spermatique, nous avons pu montrer qu’une partie des histones persistantes (H3) était 



Figure 21 : Importance des MAR spermatiques dans le développement embryonnaire.
L’injection intracytoplasmique dans un ovocyte d’ADN spermatique nu seul (halo) ou co-
injecté avec une matrice nucléaire spermatique isolée ne permet pas la formation du
pronucleus mâle, ni sa réplication. Tandis que l’injection de matrice nucléaire spermatique
uniquement associée aux courts fragments d’ADN à la base des tores (donc des fragments
d’ADN associés aux MAR spermatiques, EcoRI et HindIII, halo) autorise la formation du
pronucleus mâle et sa réplication, malgré une dégradation de l’ADN spermatique allant de
20 à 50 %. ICSI : Injection intracytoplasmique de spermatozoïde, Echelle (barre blanche) :
20 µm.
(Modifiée d’après Shaman et al., 2007).

Figure 20 : Annulus nucléaire spermatique.
L’annulus nucléaire est une structure située à la base du noyau spermatique. Elle a été
isolée à partir de spermatozoïdes de hamster (A). Sa localisation à la jonction de la tête et
du flagelle est représentée schématiquement en B. Des annulis spermatiques, isolés de
hamster ont ainsi pu être observés par microscopie électronique à balayage (C). Echelle
(barre blanche) : 0,5 µm.
(Modifiée d‘après Ward and Coffey, 1989).
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localisée à la périphérie du noyau, attachée à la matrice nucléaire spermatique murine (figure 

23).  

Les études d’analyse globale du génome montrent que ces histones persistantes sont 

retrouvées au sein des promoteurs de gènes impliqués dans le développement précoce de 

l’embryon (facteurs de transcription, voies de signalisation, gènes HOX...), de gènes codant 

pour des microARN (miARN), de gènes à empreinte parentale et de gènes participant à la 

spermatogenèse (Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 2009), même si actuellement il existe 

une controverse à propos de ces données que nous développerons par la suite. De façon plus 

détaillée, ces équipes ont étudié différents types de variants d’histones et de modifications post-

traductionnelles. Par exemple, le variant de l’histone H2B spécifique du testicule, TH2B, est 

principalement retrouvé dans le promoteur des gènes impliqués dans la maturation, le 

fonctionnement et la capacitation des spermatozoïdes et ceux importants dans la fécondation, 

mais jamais dans le promoteur des gènes intervenant dans le développement embryonnaire 

(Montellier et al., 2013). Le variant H2A.Z est principalement trouvé dans les domaines 

d’hétérochromatine péri-centromérique (Greaves et al., 2006). Néanmoins, ces deux dernières 

études ne s’intéressent pas directement aux spermatozoïdes matures mais au stade spermatide.  

Dans le spermatozoïde, le variant de l’histone H3.3 est enrichi sur les îlots CpG et est 

souvent triméthylé sur la lysine 4 (H3K4me3) tandis que H3.1/H3.2 sont peu présents sur les 

îlots CpG et notamment ceux marqués par H3K27me3 (Erkek et al., 2013). Cependant, les 

données contradictoires de différents groupes ont montré que les histones persistantes étaient 

aussi associées à des séquences intergéniques à l'extérieur des régions régulatrices des gènes 

(Erkek et al., 2013 ; Kocer et al., 2015). A ce jour, il n'y a pas de véritable consensus quant à 

savoir quelles séquences spécifiques d'ADN sont associées aux nucléosomes dans le 

spermatozoïde. En effet, tout comme nous, l’équipe de Samans montrent l'enrichissement des 

nucléosomes dans les régions intergéniques distales et les introns associés aux séquences 

répétées centromériques et rétrotransposons (LINE1 et SINE) chez l’homme et le bovin 

(Samans et al., 2014 ; Kocer et al., 2015)). Une étude de la même année rapporte que les 

nucléosomes sont principalement répartis dans les régions pauvres en gènes dans le 

spermatozoïde murin (Carone et al., 2014). Néanmoins, en utilisant une autre stratégie d'analyse 

bio-informatique adaptée à la similitude de séquences entre les éléments répétés, l'équipe de 

Peters AH. n’a pu reproduire ces résultats (Royo et al., 2016).  

Parmi les études évoquées précédemment, certaines se sont aussi intéressées aux 

modifications post-traductionnelles portées par les histones persistantes. Par exemple la 

méthylation H3K4me2 de l’histone H3 a été retrouvée au niveau des promoteurs des gènes des 



Figure 22 : Localisation des protéines de la chromatine spermatique murine.
Immunofluorescence sur des spermatozoïdes de souris afin de localiser la protamine
(PRM1), l’histone canonique H3, la topoisomèrase-IIß (TopoIIß) marqueur de la matrice
nucléaire. Les résultats ont été analysés en microscopie confocale. Hoechst (bleu) : noyau.
Echelle (ligne blanche) : 5 µm
(Modifiée d’après Noblanc et al., 2013).
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Figure 23 : Les histones liées à la matrice nucléaire. 
SchémaA. représentant des spermatozoïdes traités avec un agent réducteur le dithiothréitol
(DTT) qui permet de relâcher la chromatine conduisant à la formation de
spermatozoïdes avec des halos.
L’immunofluorescenceB. réalisée sur ces spermatozoïdes montre que dans les halos on
retrouve le marquage de l’histone H3 (rouge). Néanmoins, une partie des histones
persistantes restent localisée dans le noyau, attachée à la matrice nucléaire ; Hoechst
(bleu) : noyau. Echelle (ligne blanche) : 5 µm

(Modifiée d’après Noblanc et al., 2013).
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facteurs de transcription impliqués dans le développement, tandis que H3K9me3 ne se situe pas 

près des gènes mais dans les régions péri-centromériques. De plus, H3K4me3 se localise sur 

des promoteurs de gènes du développement, les promoteurs des clusters de gènes HOX. Alors 

que H3K27me3 est enrichi sur les promoteurs de gènes du développement qui sont réprimés 

dans l’embryon au stade précoce incluant les promoteurs bivalents, H3K4me3/H3K27me3, 

dans les cellules souches embryonnaires (Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 2009).  

 

Comme nous venons de le voir, la spermatogenèse permettant de produire les 

spermatozoïdes est un processus complexe étroitement régulé. Cependant, des erreurs ou des 

mutations des différents acteurs qui interviennent dans ce processus peuvent conduire à des 

défauts au niveau des spermatozoïdes voire à une infertilité masculine.  

 

B.� Les altérations de l’organisation de la chromatine spermatique et infertilité 

masculine  

a.� L’infertilité  

L’infertilité d’un couple est définie comme une incapacité à procréer après un an de 

rapports sexuels sans contraception.  

L’infertilité concerne environ 10 à 15 % des couples et l’homme est impliqué seul ou avec la 

femme dans 50 à 60 % des cas. Les causes de l’infertilité masculine sont variées et peuvent être 

multifactorielles. Elles peuvent être d’origine génétique (anomalies chromosomiques, 

mutations, microdélétions), environnementale (exposition à la chaleur, à des pesticides, à des 

médicaments anti-cancéreux, habitudes de vie...), hormonale, infectieuse et, dans 30% des cas 

elle reste d’origine inconnue (dénommée alors infertilité idiopathique ; Jungwirth et al., 2012). 

L’infertilité masculine peut se traduire ou non par des variations des paramètres spermatiques 

comme le nombre de spermatozoïdes et la proportion de gamètes mobiles, vivants ou de 

morphologie normale. Lorsque ces paramètres respectent les normes établies par l’Organisation 

Mondiale de la Santé (OMS), nous parlons de normozoospermie. Les anomalies constatées lors 

d’un spermogramme sont :  

-� L’azoospermie : une absence de spermatozoïdes ; � 

-� L’oligozoospermie : une concentration en spermatozoïdes < 15 millions/mL ; � 

-� L’asthénozoospermie : une proportion de spermatozoïdes mobiles < 40 % ; � 

-� La tératozoospermie : pourcentage de spermatozoïdes de morphologie normale > 5 % 

(Critères stricts de Kruger ; Check et al., 1992)  ; 



WT

Vacuoles

Figure 24 : Présence de vacuoles dans le noyau spermatique humain.
Dans le noyau spermatique humain, il est possible d’observer avec un microscope à fort
grossissement (x6 500 à x10 000 ou MSOME : motility sperm organelle morpholgy examination)
des vacuoles qui sont un indicateur de défauts de condensation de la chromatine spermatique.
(Modifiée d’après Boitrelle et al., 2013).

Tableau 1 : Résumé des techniques évaluant les défauts à l’ADN spermatique.
Les différentes techniques utilisées pour évaluer les dommages au noyau spermatique
(compaction, fragmentation, oxydation). SCSA : Sperm chromatin structure assay, SCD : sperm
chromatin dispersion, CMA3 : chromomycin A3, sb : simple brin, db : double brin.

Tests Description 
Echantillon
s frais ou
congelé

Cassures ADN 
simple ou double

brins

Compaction de
l’ADN

Méthode de 
détection Image Référence

TUNEL
Ajout nucléotides

marqués à l’extrémité
d’ADN libre

Les 2 Les 2

Microscopie
à

fluorescence
Cytomètrie

en flux

(Gorczyca et al., 
1993).

COMET 
assay

Electrophorèse de 
spermatozoïdes isolés.

L’ADN fragmenté migre
et forme un faiseau, 

l’ADN intact reste dans la 
tête

Frais
seulement

COMET Neutre : 
ADN db

COMET Alkalin
: ADN sb

Microscopie
à

fluorescence

(Klaude et al., 
1996).

SCSA® Acridine orange lie 
l’ADN Les 2

Les 2
fluorescence

verte= ADN db
fluorescence

rouge = ADN sb

Cytomètrie
en flux

(Evenson et al., 
1999)

SCD Evaluation d’un halo 
d’ADN décondensé Les 2 Simple brin

Microscopie
à

fluorescence
Microscopie

optique

(Fernández et al., 
2003).

Acridine
Orange

Mesure la compaction de 
l’ADN Les 2

Bonne intégrité = 
vert

Faible intégrité = 
rouge-orange

Microscopie
à

fluorescence

(Erenpreisa et al., 
1997).

Bleu de 
Toluidine

Mesure la compaction de 
l’ADN Les 2

Bonne intégrité = 
bleu

Faible intégrité = 
violet

Microscopie
optique (Kim et al., 2013)

Bleu 
d’Aniline

Evaluation des résidus
lysines des histones 

persistantes
Les 2

Bonne intégrité = 
transparent

Faible intégrité = 
bleu

Microscopie
optique

(Terquem and 
Dadoune, 1983).

CMA3 Compétition avec les 
protamines Les 2

Bonne intégrité = 
jaune terne 

Faible intégrité = 
jaune brillant

Microscopie
à

fluorescence

(Bianchi et al., 
1996).

Anticorps
anti-8-
OHdG

Détecte les résidues 8-
OHdG Les 2 Marque les adduits 8-OHdG 

Microscopie
à

fluorescence
Cytomètrie

en flux

(Noblanc et al., 
2013)
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-� La nécrozoospermie : une proportion de spermatozoïdes morts > 50 %. � 

En plus d’analyser les paramètres morphologiques et de mobilité des spermatozoïdes, de 

nombreuses techniques ont été mises en place pour étudier l’intégrité du noyau spermatique qui 

est, comme nous allons le voir, un paramètre clé de la qualité du spermatozoïde et par 

conséquent de la fertilité.  

De nombreuses études montrent un lien entre fragmentation de l’ADN et infertilité 

masculine (Makker et al., 2009 ; Rex et al., 2017). L’origine de la fragmentation de l’ADN 

spermatique est diverse. En effet, elle peut être due à un défaut de réparation des cassures, 

nécessaires à la compaction, engendrées lors de la spermatogenèse (cf. § II.A.b.1. cassures ADN 

au cours de la spermiogenèse ; McPherson and Longo, 1993). La présence de cassures d’ADN 

dans le spermatozoïde humain est donc un indicateur de maturation incomplète de la chromatine 

au cours de la spermiogenèse et d’infertilité (McPherson and Longo, 1993). Elle peut aussi être 

due à des attaques radicalaires engendrées par un stress oxydant post-testiculaire (Aitken, 2016 

; Jena, 2012). Si l'homme présente une fragmentation de l'ADN dans les spermatozoïdes, alors 

un temps de gestation prolongé (Evenson et al., 1999), un risque accru d'avortement (Dar et al., 

2013 ; Kennedy et al., 2011 ; Lin et al., 2008 ; Virro et al., 2004 ; Zini et al., 2008) et un taux 

de succès significativement réduit dans la fécondation in vivo ont été observés (Bungum et al., 

2004, 2007 ; Giwercman et al., 2010 ; Spanò et al., 2000 ; Zini and Al-Hathal, 2011). Un index 

de mesure de la fragmentation de l’ADN (ou DFI) a ainsi été proposé (Evenson et al., 1999 ; 

Speyer et al., 2010). Si le taux de fragmentation de l’ADN est supérieur à 30%, le taux de 

réussite dans les protocoles de procréation médicalement assistée (PMA) est très faible, 

notamment en injection intracytoplasmique de spermatozoïde (ICSI ; Speyer et al., 2010). Il 

existe des approches directes et indirectes pour évaluer le taux de fragmentation de l’ADN et 

de compaction du noyau spermatique (tableau 1 ; Evgeni et al., 2014). Parmi ces techniques, 

des approches de TUNEL ou de SCSA (sperm chromatin structure assay) pour mesurer le taux 

de fragmentation de l’ADN sont utilisées par quelques centres de PMA. Dans une étude récente, 

il a été constaté que les taux de fécondation pouvaient également être diminués après la 

fécondation in vitro (FIV), lorsque le SCSA dépassait 30% (Oleszczuk et al., 2016). Cependant, 

malgré des évidences scientifiques claires et nombreuses, aucune agence de santé dans le 

monde ne recommande la mesure systématique de la fragmentation de l’ADN spermatique dans 

l’évaluation standard de l’homme infertile.  

Un autre indicateur de défaut de condensation de la chromatine du spermatozoïde 



Variant Description Espèce Noyau Spermatozoïde Image Référence

HILS Diminution de 
l’expression Homme Pas de 

caractérisation
Baisse de la mobilité
(Asthénozoospermie) Jedrzejczak et al., 2007

H1T2 Diminution des Prm Souris Défaut de 
condensation Défauts morphologique Tanaka et al., 2005

Martianov et al., 2005

H2A.L2
Mauvaise

localisation des TNP 
et des PRM 

Souris Défaut de 
condensation

Défaut morphologique 
et de mobilité Barral et al., 2017

TH2B

Compensation de
l’absence par 

augmentation de 
l’histone H2B 

canonique

Souris
Souris fertiles mais l‘expression d‘un

dominant négaitf de TH2B conduit à une
infertilité

Montellier et al., 2013

TH2A/TH2B Faible quantité de 
TNP1 et PRM1 Souris Défauts de 

condensation
Pas de caractérisation Shinagawa et al., 2015

H3f3b

Déposition anormale
de TNP1 et absence 

de PRM1
Augmentation de la 
marque H3k9me3 et 

perturbation de 
l”expression des 

gènes de la 
spermatogenèse

Souris Défaut de 
condensation Azoospermie Yuen et al., 2014

H3t Perte des 
spermatides Souris

Pas de 
caractérisation Azoospermie Ueda et al., 2017

Tnp Tnp

WT

WT H1t2-/-

H2A.L2-/-

WT

TNP1

PRM1
H3
Tubuline

TH2A
-/- ;

TH2B
-/-

WT H3f3b-/-
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Tableau 2 : Caractérisations de l’invalidation des variants d’histones.
Différents variants d’histones invalidées chez la souris et l’impact sur le spermatozoïde.
PRM : Protamines ; TNP1 : Protéine de transition 1
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humain est la présence de vacuoles d’origine nucléaire (figure 24 ; Boitrelle et al., 2013). 

Néanmoins, l’implication de ces vacuoles dans l’infertilité masculine reste controversée même 

s’il a été montré récemment un lien entre les échecs de reproduction lors de protocoles d’ICSI 

et la présence de vacuoles dans le noyau spermatique humain (Ghazali et al., 2015 ; Komiya et 

al., 2013).  

 

b.� Les défauts de remodelage de la chromatine lors de la spermiogenèse et infertilité  

Afin d’étudier le rôle des variants d’histones au cours de la spermatogenèse, des 

invalidations de variants d’histones, globales ou ciblées à la lignée germinale mâle, ont été 

réalisées chez la souris (tableau 2). Dans les faits, l’invalidation de nombreux variants 

d’histones chez la souris conduit à des défauts de compaction lors de la mise en place des TNP 

et des PRM conduisant à une décompaction de la chromatine. Par exemple, chez l’homme, un 

haut niveau d’histones est associé avec des défauts de compaction de la chromatine et à des 

infertilités (Azpiazu et al., 2014 ; Zhang et al., 2006).  

Chez l’homme, la présence accrue de certaines modifications post-traductionnelles, 

telles que H3K4me 1 et 3, H3K9me2, H3K19me2 et H3K36me3 sur les histones persistantes, 

engendre des défauts de compaction de la chromatine spermatique et corrèle avec des 

spermatozoïdes non fonctionnels (perte de mobilité ; La Spina et al., 2014).  

Au cours de la spermiogenèse, la chromatine spermatique subit un remodelage profond faisant 

intervenir de nombreux acteurs (cf. § II.A.b. spermiogenèse). L’importance de la compaction 

de la chromatine a été mise en évidence par l’utilisation de modèles de souris transgéniques.  

L’invalidation du gène codant pour la protéine à bromodomaine BRDT conduit à un phénotype 

de souris infertiles. Ces souris présentent une oligozoospermie et une asthénozoospermie 

associées à un pourcentage élevé d’anomalies morphologiques des spermatozoïdes, incluant 

des têtes anormales et des défauts de condensation de la chromatine, observés au MET (figure 

25 ; Shang et al., 2007).  

 

L’invalidation de Chd5 chez la souris entraîne un phénotype similaire à celui de 

l’invalidation du gène codant pour la protéine à bromodomaine BRDT (Li et al., 2014 ; Zhuang 

et al., 2014). Conduisant ainsi au maintien des histones au niveau de la chromatine. Les souris 

invalidées pour Chd5 ont également une expression perturbée des Tnp1 et 2 ainsi que des 

protamines. Un faible niveau d’expression de CHD5 a été associé à des situations d’infertilité 

humaine (Li et al., 2014).  



Figure 25 : Phénotype des souris invalidées pour Brdt
Observation de la chromatine dans les spermatides allongées. La microscopie
électronique révèle une chromatine normale dans les spermatozoïdes sauvages (WT)
(A) et l’absence d’enveloppe nucléaire chez les souris invalidées pour Brdt (Brdt-/- ; B).
Microscopie électronique de spermatozoïdes montrant une décondensation du noyau
chez les souris invalidées pour Brdt (C).
(D’après Shang et al., 2007).

WT Brdt-/-

WT Brdt-/-

Brdt-/- Brdt-/-

A B
C

Figure 26 : Phénotype des souris invalidées pour Rnf8.
L’invalidation de l’ubiquitine E3 ligase Rnf8 (Rnf8-/-) conduit à des spermatozoïdes
ayant un noyau décondensé et un résidu de cytoplasme plus important que chez les
spermatozoïdes des souris sauvages (WT), observés au microscope électronique (A).
L’absence d’ubiquitinylation de l’histone H2B montrée par Western-blot conduit à
une baisse de l’acétylation de l’histone H4 chez les souris Rnf8-/- (B). L’invalidation
de Rnf8 induit un défaut dans le remplacement des histones dans le noyau
spermatique et donc à l’absence de protamines (PRM1 et PRM2 ; C).
(Modifiée d‘après Lu et al., 2010)
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L’importance de RNF8 (cf. § II.A.b.1. ubiquitinylation), et donc de l’ubiquitinylation, dans les 

cellules germinales a été montrée par son invalidation. La perte de Rnf8 cause de nombreux 

défauts de développement dans les spermatides où nous comptons alors peu de spermatides 

allongées (figure 26). La condensation de l’ADN est altérée notamment à cause d’un défaut 

lors du remplacement des histones par les protamines (rétention des histones ; Lu et al., 2010). 

De plus, nous observons une baisse de l’acétylation de l’histone H4 sur la lysine 16 (H4K16), 

suggérant un rôle de l’ubiquitinylation dans l’acétylation de l’histone H4 (figure 26 ; Lu et al., 

2010). Il avait été suggéré précédemment que l’ubiquitinylation des histones H2A et H2B 

servait de cible à une acétyltransférase responsable de l’acétylation de H4 dans les spermatides 

allongées chez la drosophile (Akhtar and Becker, 2000).  

Par ailleurs, l’une des protéines intervenant dans la régulation des piARNs (cf. III.B.a.2. 

§ piARNs), MIWI est dégradée après ubiquitinylation par l’ubiquitin E3 ligase APC/C 

(Anaphase Promoting complex/cyclosome) au cours de la spermatogenèse. La stabilisation de 

MIWI inhibe la translocation nucléaire de RNF8 et donc l’ubiquitinylation des histones par 

RNF8 dans les spermatides et ainsi le remplacement des histones (Gou et al., 2017). 

 

Les souris invalidées pour les poly(ADP-ribose) polymérases, Parp1 et 2, intervenant 

dans le remplacement des histones, sont infertiles et la quantité d’histones dans les 

spermatocytes est augmentée conduisant à une réduction de la condensation de la 

chromatine. Les spermatozoïdes de ces souris présentent des noyaux mal formés avec une 

décondensation de la chromatine et une augmentation des cassures doubles brins d’ADN. Une 

rétention anormale des histones H3, TH2B, H1t et HILS est observée chez ces animaux 

transgéniques. Chez l’homme, des variations du niveau des protéines PARP sont associées à 

des infertilités (El-Domyati et al., 2009 ; Jha et al., 2009 ; Meyer-Ficca et al., 2009, 2015). De 

plus, les protéines PARP agiraient sur la mise en place des TNP en interagissant notamment 

avec la protéine chaperonne des TNP, HSPA2, cette dernière n’étant présente que dans les 

cellules germinales (Govin et al., 2006 ; Quénet et al., 2009).  

 

In vivo, l’invalidation chez la souris de la protéine TNP 1 ou TNP 2 n’induit pas de 

phénotype marqué dans le noyau spermatique mais nous observons un phénotype d’infertilité 

(Yu et al., 2000 ; Zhao et al., 2001). Seulement 40% des souris mâles sont fertiles et la taille de 

la portée est réduite. De 7,7 petits chez les souris sauvages, nous descendons à 1,6 et 3,9 petits 

par portée chez les animaux Tnp 1-/- et Tnp 2-/-, respectivement, quand les mâles sont croisés 

avec des souris femelles sauvages de même fond génétique. Selon les auteurs, dans ces modèles, 



Figure 27 : Défauts de condensation de la chromatine spermatique chez les souris
invalidées pour Tnp 1 et 2.
Spermatozoïde avec une chromatine condensée de façon homogène chez une souris
sauvage (WT ; A). Spermatozoïde de souris invalidée pour Tnp 2 (Tnp 2-/-) présentant
une chromatine peu hétérogène et une membrane acrosomale normale (B).
Spermatozoïde de souris invalidée pour Tnp 1 (Tnp 1-/-) montrant une condensation
hétérogène de la chromatine et une membrane acrosomale abimée (C).
Spermatozoïdes de souris invalidées pour Tnp 1 et 2 (Tnp 1-/- ; Tnp 2-/-) présentant des
défauts de condensation du noyau et des excédants de cytoplasme (D à F).
Grossissements A, x10 000 ; B, x18 000 ; C, x8 000 ; D, x7 400 et E, x4 400.
(D’après Shirley et al., 2004).

A B C

D E F

WT Tnp 1+/+; Tnp 2 -/- Tnp 1-/-; Tnp 2 +/+

Tnp1-/-; Tnp 2 -/-Tnp 1-/-; Tnp 2 -/-Tnp 1-/-; Tnp 2 -/-
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l’infertilité est principalement due à une baisse de la mobilité des spermatozoïdes. Les auteurs 

notent une structure anormale de la chromatine en condensation au niveau des spermatides et 

observent également une disparition normale des histones, mais une quantité plus importante 

de l’autre forme de TNP ainsi qu’une apparition prématurée de la pré-PRM 2. Le processus de 

maturation par clivage de la pré-PRM 2 (cf. II.A.b.3. § Les protamines) est retardé entraînant 

une persistance de formes intermédiaires dans les spermatozoïdes épididymaires (cf. II.C. § 

maturation épididymaire). De plus, chez les souris Tnp 2-/-, les spermatozoïdes épididymaires 

présentent des défauts du flagelle avec une pièce intermédiaire « en épingle à cheveux » ou 

avec des fibres séparées ainsi qu’une chromatine moins condensée et irrégulière.  

 

En revanche, les souris chez lesquelles l’invalidation des deux gènes Tnp a été réalisée 

présentent un nombre de spermatozoïdes épididymaires fortement diminué ayant des défauts 

de mobilité, de viabilité et de morphologie (Shirley et al., 2004). Comme chez les souris 

mutantes pour une seule des TNP, les formes de PRM 2 présentes sont majoritairement non 

clivées et intermédiaires (cf. II.A.b.3. § les protamines), entraînant la présence d’une 

chromatine peu condensée. L’utilisation de tels spermatozoïdes dans une procédure d’ICSI, 

conduit à des embryons présentant des défauts de développement associés à une faible viabilité. 

Par ailleurs, ces études ont souligné le fait que les fonctions des TNP 1 et TNP 2 ne sont pas 

complètement redondantes (figure 27 ; Shirley et al., 2004). 

 

L’incorporation des protamines dans la chromatine est étroitement régulée, et selon les 

espèces le ratio PRM 1/PRM 2 est différent (Corzett et al., 2002). Chez l’homme, ce ratio est 

d’approximativement 1/1 chez des hommes fertiles mais il a été trouvé perturbé chez des 

patients présentant une infertilité (Nanassy et al., 2011 ; Oliva, 2006 ; de Yebra et al., 1993). 

En effet, des patients avec un ratio PRM 1/PRM 2 altéré, ont une concentration spermatique et 

une mobilité des spermatozoïdes diminuées. De plus, les spermatozoïdes présentent une 

morphologie anormale de la tête spermatique et des dommages à l’ADN (fragmentation ; de 

Mateo et al., 2009). Dans des modèles murins invalidés pour Prm 1, Prm 2 ou pour les deux 

protamines, nous observons une infertilité caractérisée par une oligoasthénozoospermie et des 

spermatozoïdes présentant une morphologie anormale et une fragmentation de l’ADN (Aoki et 

al., 2005a, 2005b, Cho et al., 2001, 2003 ; Simon et al., 2011). Récemment, une souris femelle 

chimère déficiente pour la Prm 1 a été générée. Après croisement avec des mâles sauvages, ces 

souris produisent des souriceaux mâles ayant un génotype hétérozygote pour Prm 1 (Prm 1+/-). 

Les souris mâles Prm 1+/-, présentent une augmentation de la forme pré-Prm2 au détriment de 



Figure 28 : Représentation schématique de l’épididyme de souris.
L’épididymeA. est situé sur la face postérieure du testicule et relie les canaux
efférents au canal déférent.
L’épididymeB. est divisé en trois parties : la tête, le corps et la queue, elles-mêmes
subdivisées en segments, au nombre de 10 chez la souris.

(D’après Johnston et al., 2005).
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la forme mature Prm2 et une décondensation de la chromatine spermatique. De plus, ils sont 

incapables d’engendrer une progéniture lors d’un accouplement naturel. Néanmoins, des 

souriceaux peuvent être générés par fécondation in vitro en utilisant des ovocytes ne présentant 

aucune zone pellucide (Takeda et al., 2016).  

 

Au cours de la spermatogenèse, si la mise en place de la chromatine spermatique se fait 

de manière optimale, le spermatozoïde est presque morphologiquement mature à la sortie du 

testicule. Il possède un flagelle et une chromatine compactée contenant majoritairement des 

protamines. Mais il va devoir poursuivre sa maturation structurelle et acquérir sa maturité 

fonctionnelle (mobilité, reconnaissance de l’ovocyte …) notamment au cours du transit dans 

l’épididyme, afin de pouvoir féconder l’ovocyte dans les voies génitales femelles.  

 

C.� La maturation Épididymaire  

L’épididyme est un organe situé sur la face postérieure du testicule. Il est composé d’un 

unique tubule fortement replié sur lui-même, permettant de relier les canaux efférents, chargés 

de réabsorber une grande partie du fluide testiculaire, au canal déférent (figure 28). 

L’épididyme est composé de trois régions anatomiquement et fonctionnellement différentes : 

la tête, le corps et la queue, elles-mêmes divisées en segments, chez la souris nous comptons 

10 segments (figure 28 ; Johnston et al., 2005 ; Turner, 2008 ; Robaire et al., 2008).  

Chez toutes les espèces de Mammifères, chaque région de l'épididyme est organisée en lobules 

séparés par des cloisons de tissu conjonctif. Ces septas servent non seulement de support interne 

à l'organe mais sont également censés fournir une séparation fonctionnelle entre les lobules, ce 

qui permet l'expression sélective des gènes et des protéines dans les lobules individuels 

(Cornwall, 2009 ; Kirchhoff, 1999).  

 

a.� Les fonctions de l’épididyme  

L’épididyme possède quatre fonctions principales qui sont le transport des 

spermatozoïdes, la protection des spermatozoïdes, le développement de la mobilité et du 

pouvoir fécondant des spermatozoïdes. Les activités absorbantes et sécrétrices de l’épithélium 

épididymaire favorisent le processus de maturation par la création d’un milieu luminal 

spécialisé. En effet, c’est durant le transit épididymaire que les spermatozoïdes acquièrent leur 

maturité et deviennent notamment capables de reconnaître et de féconder un ovocyte. Chaque 

segment, par ses activités de sécrétion et d’endocytose fait varier la composition du fluide 
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épididymaire et le spermatozoïde acquière une maturation morphologique, biochimique et 

fonctionnelle progressive. L’épididyme a également pour rôle de protéger les spermatozoïdes. 

En effet, ce sont des cellules quiescentes, transcriptionnellement et traductionnellement 

inactives qui ne peuvent donc pas réagir à leur milieu. De plus, leur cytoplasme et ses organites 

ont été́ éliminés lors de la spermiogenèse, limitant grandement les réserves d’enzymes de 

défense et de réponse au stress. Pour éviter donc toute atteinte des gamètes, l’épithélium 

épididymaire via la composition du fluide, est chargé de finement contrôler l’environnement 

des spermatozoïdes.  

 

1.� Le transport et le stockage des spermatozoïdes  

� Le transport 

Une fois libérés dans la lumière du tube séminifère, les spermatozoïdes sont transportés 

à travers les canaux efférents et commencent leur descente dans l'épididyme. Plusieurs 

méthodes ont été utilisées pour mesurer la durée de ce transit. La méthode la plus directe 

consiste à incorporer un isotope marqué dans l'ADN des cellules germinales au stade de 

spermatogonie et à suivre la progression de la première vague de spermatozoïdes marqués le 

long de l'épididyme. Les spermatozoïdes transitent pendant 1 à 2 semaines, selon les espèces. 

Par exemple, la durée moyenne de transit a été évaluée à 8 jours chez le taureau (Orgebin-Crist 

et al., 1962) et à 12 jours chez l’homme (Rowley et al., 1970). Chez la souris, ce temps de 

transit est estimé à 10 jours (Meistrich et al., 1975).  

 

Les spermatozoïdes pénètrent dans l'épididyme propulsés par le liquide testiculaire et 

éventuellement le battement des cellules ciliées des canaux efférents. Cependant, dans 

l'épididyme, l'épithélium est tapissé de stéréocils immobiles et l'absorption massive de liquide 

testiculaire se produit dans les canaux efférents et le segment initial de l'épididyme, ce qui 

conduit à une réduction drastique de l’écoulement de ce fluide (Crabo, 1965). Le transport 

s'effectue donc contre un gradient de pression hydrostatique croissant entre le testicule et la 

queue d’épididyme (Johnson and Howards, 1975). De ce fait, les tubules épididymaires sont 

entourés d’une couche de muscles lisses dont l’épaisseur et l’innervation adrénergique 

augmentent de la tête vers la queue d’épididyme, permettant ainsi de faire progresser les 

spermatozoïdes par des contractions péristaltiques (Baumgarten et al., 1971). 
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� Le stockage  

Chez les Mammifères, les spermatozoïdes sont stockés dans la queue d’épididyme. Le 

temps de transit à travers la queue d’épididyme est de l’ordre de 3 à 15 jours et les 

spermatozoïdes peuvent être stockés dans ce tissu pour une durée n’excédant pas 30 jours 

(Orgebin-Crist et al., 1975). Le stockage des spermatozoïdes dans la queue d’épididyme est 

régulé afin de garantir que les cellules stockées restent quiescentes et inactives (Gatti et al., 

2004). En effet, à ce stade, les spermatozoïdes sont matures et fécondants, et la fonction de la 

queue d’épididyme est de conserver les spermatozoïdes dans cet état et d’empêcher tout 

déclenchement prématuré de la capacitation. Ainsi, l’épithélium épididymaire de la queue 

maintient un pH luminal et des concentrations calciques faibles (Armstrong et al., 1994 ; Carr 

et al., 1985 ; Morton et al., 1978). De plus, il sécrète des facteurs décapacitants et des 

immobilines, glycoprotéines empêchant la mobilité des gamètes chez le rat et le hamster (Carr 

et al., 1985 ; Usselman et al., 1985).  

Bien qu'il soit clair que la fonction principale de la queue d'épididyme soit de stocker les 

spermatozoïdes vivants, une hypothèse sur la reconnaissance et l’élimination des 

spermatozoïdes anormaux ou morts a été proposée par plusieurs groupes (Cooper and Hamilton, 

1977 ; Weissenberg et al., 1995). Néanmoins, des études plus approfondies utilisant différentes 

espèces et moyens de créer des spermatozoïdes dits anormaux, tels que des traitements 

médicamenteux, sont nécessaires pour établir la fonction et les mécanismes sous-jacents à ce 

processus d’élimination.  

 

2.� La maturation membranaire  

La maturation épididymaire des spermatozoïdes concerne tous les composants 

biochimiques cellulaires du spermatozoïde que sont les lipides, les glucides et les protéines. En 

effet, la membrane cytoplasmique des gamètes subie un profond remodelage lipidique, 

protéique et glucidique conduisant à une plus grande fluidité et à l’acquisition et/ou à la 

modification des protéines essentielles à la reconnaissance et à la fusion avec l’ovocyte. 

 

� La composition lipidique 

Sur le plan lipidique, nous observons une augmentation de la fluidité́ membranaire 

induite par de nombreux changements dont un gain de phospholipides, une perte de cholestérol, 

une augmentation des acides gras polyinsaturés, conduisant à une diminution du rapport 

cholestérol/phospholipides (Rejraji et al., 2006 ; Saez et al., 2011).  
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Chez les Mammifères, durant le transit épididymaire le ratio cholestérol/phospholipides 

augmente dans la membrane plasmique des spermatozoïdes. Ce phénomène est lié à la perte 

d’une grande quantité de phospholipides (Jones, 1998). Ils peuvent être éliminés par des 

phospholipases C ou A2 qui sont endogènes ou issues du fluide. Le profil de distribution des 

différentes classes de phospholipides est également modifié avec une diminution des 

phosphatidyléthanolamines, des phosphatidylsérines et des sphingomyélines et une 

augmentation des phosphatidylcholines (Haidl and Opper, 1997). Ces modifications 

augmentent la fluidité de la membrane mais diminuent sa stabilité. Néanmoins, elles sont 

nécessaires aux étapes suivantes telles que la capacitation, la réaction acrosomique et la fusion 

du spermatozoïde avec l’ovocyte (Hall et al., 1991). L’efflux de cholestérol augmente 

également la fluidité et la perméabilité membranaires permettant l’influx d’ions calciques et 

l’activation de signaux de transduction préparant à la capacitation (Visconti et al., 1999a, 

1999b, 1999c).  

De plus, la saturation des acides gras membranaires diminue (Aveldaño, 1992), la proportion 

des acides gras polyinsaturés est donc augmentée lors de la maturation épididymaire des 

spermatozoïdes.  

 

� La composition protéique 

Les protéines, quant à elles subissent de nombreuses modifications (glycosylation, post-

traductionnelles, pontage disulfure notamment sur les protamines, protéolyse ménagée). Elles 

sont également supprimées (perte de l’ACE pour angiotensin 1 converting enzyme), incorporées 

(par exemple la glutathione peroxydase 5, les sialoprotéines) ou relocalisées (Dacheux et al., 

2003, 2009). Parmi les modifications des protéines, le meilleur exemple est la fertiline qui fait 

partie de la famille de protéines ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease). En effet, la 

fertiline est essentielle à la fertilité car elle est impliquée dans la migration du spermatozoïde à 

travers l’oviducte et dans la capacité à lier la zone pellucide et la membrane plasmique de 

l’ovocyte (Cho et al., 1998). La fertiline est mise en place au cours de la spermatogenèse sous 

forme de précurseur et est maturée dans l’épididyme par des événements de protéolyse (Blobel, 

2000). La protéine CRISP3 (Cystein rich secretory protein) quant à elle, est une protéine 

acquise durant le transit épididymaire et est importante pour la reconnaissance et la liaison à 

l’ovocyte (Da Ros et al., 2015). 

 
De même que la membrane plasmatique, la chromatine spermatique est également maturée au 

sein de l’épididyme.  



Figure 29 : Compaction nucléaire spermatique au cours du transit épididymaire.
A la sortie du testicule, au cours du transit épididymaire, le spermatozoïde va subir
une seconde compaction du noyau par l’établissement de ponts disulfures entre les
protamines (rose) par l’intervention de la sperm nuclear glutathione peroxidase 4
(SNGPx4) et des espèces oxygénées réactives (EOR). Les solénoïdes contenant les
histones persistantes sont représentés en bleus et la matrice nucléaire en verte.
(Modifiée d’après Noblanc et al., 2014).
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3.� La maturation nucléaire  

La morphologie des spermatozoïdes évolue également au cours du transit épididymaire, 

surtout au niveau de la tête spermatique, par l’augmentation de la compaction de la chromatine, 

facilitant la mobilité du spermatozoïde dans le tractus génital femelle et augmentant la 

protection du génome paternel des atteintes extérieures (figure 29 ; Noblanc et al., 2012).  

Cette compaction se fait par l’établissement de ponts disulfures entre les groupements 

thiols libres des cystéines portées par les protamines (Seligman et al., 1994 ; Shalgi et al., 1989). 

Cette mise en place se fait de manière spontanée ou par l’intervention d’enzymes de type 

disulfide isomérase localisées dans le noyau spermatique (Shalgi et al., 1989). Une telle 

enzyme, la SNGPx4 pour sperm nucleus glutathione peroxydase 4 (ou nuclear phospholipid 

hydroperoxide glutathione peroxidase [nPHGPx]), spécifique du noyau spermatique a été 

caractérisée chez la plupart des Mammifères. Sngpx4 est exprimée presque exclusivement dans 

les testicules à partir du même gène que les isoformes cytosolique et mitochondriale de GPx4. 

Un exon alternatif à la place du premier exon permettant de produire un ARNm spécifique de 

l’isoforme nucléaire (Moreno et al., 2003). C’est une protéine de 34KDa possédant une 

séquence de localisation nucléaire dans la partie amino-terminale ainsi qu’un domaine riche en 

arginine (Pfeifer et al., 2001). Mise en place dans le noyau spermatique en fin de 

spermatogenèse, cette enzyme fonctionne pendant le début du trajet épididymaire des 

spermatozoïdes (Conrad et al., 2005). Elle a été montrée pour être liée à la matrice nucléaire 

spermatique (Puglisi et al., 2014). Elle possède une activité enzymatique capable de réduire les 

différentes espèces oxygénées réactives (EOR) de type peroxyde telles que l’H2O2, les 

phospholipides peroxydés … (Pfeifer et al., 2001). 

Il a été proposé que ce variant de GPx4 agisse comme une protamine thiol peroxydase 

responsable de la stabilisation de la chromatine par l’établissement de ponts disulfures entre les 

protamines (Pfeifer et al., 2001). Pour son activité, l'isoforme SNGPx4 ne dépendrait pas de la 

disponibilité du glutathion (GSH), qui diminue significativement pendant la spermatogenèse et 

la maturation précoce durant le transit épididymaire. De plus, chez des animaux déficients en 

sélénium, les spermatozoïdes possèdent des noyaux moins compactés confirmant l’importance 

de cette molécule pour SNGPx4 (Boitani and Puglisi, 2009 ; Flohé, 2007 ; Sánchez-Gutiérrez 

et al., 2008 ; Shalini and Bansal, 2008). Par ailleurs, des expériences in vitro ont montré que le 

dithiothréitol provoque la décondensation de l'ADN des spermatozoïdes, la condensation étant 

rétablie par l'ajout d’H2O2 (Noblanc et al., 2012 ; Pfeifer et al., 2001). Ensemble, ces données 

soutiennent fortement l'idée que le variant GPx4 localisé dans le noyau des spermatozoïdes est 
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responsable du pontage disulfure des protamines en utilisant différents EOR présents dans 

l’environnement spermatique (Noblanc et al., 2012).  

 

En plus de la compaction effectuée par pontages disulfures entre les protamines et 

notamment entre les PRM 1, il existe l’établissement de liaisons de type doigts de zinc entre 2 

histidines et 2 cystéines des PRM 2 (Björndahl and Kvist, 2010). Sans faire le lien avec la 

nécessité du zinc dans la compaction du noyau spermatique, il a été montré des corrélations 

entre faible concentration en zinc dans le tractus génital mâle et infertilité masculine (faible 

concentration de spermatozoïdes ; Ebisch et al., 2007). Cependant, le rôle du zinc reste encore 

à confirmer par de plus amples études.  

 

4.� La protection des spermatozoïdes  

L’épididyme doit également assurer la protection des spermatozoïdes en contexte 

infectieux (infections rétrogrades du tractus génital mâle). Cependant, la réponse mise en place 

contre le pathogène doit être contrôlée pour ne pas se révéler délétère pour le gamète. En effet, 

les spermatozoïdes sont produits à la puberté, bien après l’établissement du répertoire du soi 

qui garde en mémoire les composés propres de l’individu et les protège de toute réponse auto-

immune (pour revue voir Hedger, 2011). L’un des éléments majeurs de la protection des 

gamètes est l’organisation même du tissu épididymaire, dans lequel la présence d’une barrière 

épithéliale permet de séparer physiquement les gamètes du compartiment sanguin et de créer 

un microenvironnement optimal pour leur développement et leur maturation. Cependant, la 

barrière hémato-épididymaire n’est pas aussi efficace que la barrière hémato-testiculaire d'un 

point de vue immunologique (Mital et al., 2011). De ce fait, l’épididyme possède des molécules 

qui interviennent dans la réponse immunitaire non spécifique, et qui présentent des activités 

antibactériennes, antivirales et anti-inflammatoires. En effet, de nombreuses protéines secrétées 

par l’épithélium épididymaire ont des actions antibactériennes comme par exemple HE2/EP2 

ou hCAp-18 (Dacheux et al., 2003). Ces protéines peuvent également intervenir dans la liaison 

à la zone pellucide (Doussau et al., 2008). Pendant le stockage dans la queue d’épididyme, les 

spermatozoïdes sont soumis à différentes agressions. Cette région possède une température et 

une pression partielle en oxygène inférieures à celles présentes dans la tête de l’épididyme. Ces 

caractéristiques permettent ainsi de préserver les spermatozoïdes d’une réaction acrosomique 

précoce (Cooper, 1998). 



Figure 30 : La respiration cellulaire : production d’espèces oxygénées réactives.
La respiration est un processus clé de toute cellule aérobie qui à lieu dans l’organite
mitochondriale d’une cellule. L’oxygène permet d’apporter des électrons aux différents
complexes de la membrane interne mitochondriale. L’oxygène (ou O2) est transformé
en O2

*-, qui sera lui transformé par la superoxyde dismutase (ou SOD) en oxygène et
peroxyde d’hydrogène (H2O2), seule molécule capable de traverser la membrane.
L’H2O2 est une molécule apparentée aux espèces oxygénées réactives qui sont des
molécules réactives et de signalisation.
(Modifiée d’après Agrawal and Mabalirajan, 2016).
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Durant le transit épididymaire, les spermatozoïdes qui sont des cellules quiescentes, sont 

également exposés à différents types d’agressions. Les plus connues et les plus étudiées sont 

celles provoquées par les espèces oxygénées réactives (ou EOR) pourtant nécessaires à une 

maturation optimale. Les systèmes mis en jeu pour la protection des spermatozoïdes vis-à-vis 

du stress oxydant seront détaillés par la suite. 

 

b.� Les EOR et leurs effets sur le spermatozoïde  

Comme nous venons de le voir, le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est nécessaire pour 

établir une compaction accrue du noyau spermatique via l’intervention notamment de SNGPx4. 

Le peroxyde d’hydrogène est une molécule dérivée de l’oxygène et apparentée aux EOR. Ces 

dernières sont des molécules neutres, des ions ou des radicaux, issues du métabolisme aérobie 

des cellules, composées d’oxygène et comportant soit des électrons non appariés dans la couche 

de valence, soit une liaison instable entre deux atomes, ce qui les rend relativement réactives et 

leur confère un pouvoir oxydant.  

Les EOR sont donc des molécules qui, pour la plupart, sont très réactives avec les 

différents composants cellulaires (lipides, protéines, acides nucléiques). Elles jouent également 

des rôles physiologiques indispensables au dialogue intercellulaire, à la protection immunitaire, 

au maintien de l’homéostasie en dioxygène, à la régulation de l’apoptose… (Zhang et al., 2016). 

Selon leur réactivité et leur capacité à traverser ou non les membranes biologiques, elles 

pouvent agir à plus ou moins grande distance de leur lieu de synthèse dans différents processus 

biologiques. Les EOR sont donc des molécules de voies de signalisation. Au niveau 

spermatique, elles interviennent notamment dans deux réactions clés, indispensables à la 

fécondation : la capacitation et la réaction acrosomique dans les voies génitales femelles 

(Lamirande and O’Flaherty, 2012 ; de Lamirande and O’Flaherty, 2008).  

 

Le principal producteur d’EOR au niveau spermatique est la mitochondrie, présente en 

plusieurs exemplaires dans la pièce intermédiaire. En effet, la mitochondrie est le siège de la 

respiration aérobie cellulaire, et permet notamment la création de l’anion superoxyde (O2°-) 

dont va dériver l’H2O2 par l’action de la superoxyde dismutase (ou SOD ; figure 30).  

De plus, les EOR peuvent également être produites en excès, lors du vieillissement, 

d’une exposition de l’organisme à différents stress exogènes et endogènes comme les 

radiations, les variations de température, les médicaments, le tabagisme, les infections, les 

maladies d’origine métabolique... (Sabeti et al., 2016).  
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En cas de forte concentration et étant donné leur réactivité les EOR réagissent avec les différents 

éléments cellulaires, bien avant d’être éliminées ou d’avoir atteint leurs cibles physiologiques. 

Des cascades de réactions chimiques se produisent alors, entraînant de nombreux dommages 

aux différents composants cellulaires (lipides, protéines et acides nucléiques) suivis d’une mort 

cellulaire.  

 

1.� L’oxydation des protéines  

Les EOR peuvent endommager les protéines et les rendre moins actives, voire non 

fonctionnelles, par différentes réactions entraînant une modification de leur conformation 

spatiale (en générant des liaisons entre les chaînes peptidiques ou bien en les déstructurant) et 

de leurs propriétés physico-chimiques. 

Les chaînes latérales de tous les acides aminés peuvent réagir avec les EOR, bien que celles 

contenant un cycle aromatique (phénylalanine, tryptophane, tyrosine), du soufre (cystéine, 

méthionine) ou du sélénium (sélénocystéine) soient plus susceptibles de réaliser ce type de 

réactions.  

 

2.� La peroxydation lipidique  

Les EOR réagissent avec les lipides, notamment avec ceux présentant des doubles 

liaisons ou insaturations tels que les acides gras polyinsaturés libres, associés à des 

lipoprotéines ou sous forme de phospholipides, et les stérols.  

Les spermatozoïdes qui ont une membrane enrichie en acides gras polyinsaturés et en stérols 

après leur maturation durant le trajet dans l’épididyme, sont particulièrement sensibles à la 

peroxydation lipidique. Elle provoque une augmentation de la rigidité de la membrane 

plasmique spermatique, une perte de la fluidité membranaire et donc une baisse de la mobilité 

du spermatozoïde (Aitken and Clarkson, 1987). Le traitement de spermatozoïdes humains par 

des molécules et enzymes augmentant la concentration en EOR dans le milieu d’incubation, 

entraîne une augmentation de la peroxydation lipidique et une perte de leur mobilité (Gomez et 

al., 1998). La présence d’un des dérivés de la peroxydation lipidique, le malondialdéhyde, est 

corrélée négativement avec les paramètres spermatiques (mobilité, morphologie du 

spermatozoïde ; Benedetti et al., 2012 ; Dorostghoal et al., 2017).  

Associés avec les dommages aux protéines, ceci peut générer une perte de fonction des 

protéines membranaires (enzymes, récepteurs) et gravement altérer les processus 



Figure 31 : Les deux voies de réparation de l’ADN BER (base excision repair) et NER
(nucleotide excision repair).
La voie de réparation BER s’initie par une activité glycosylase suivie par une coupure du
brin d’ADN par APE-1 formant ainsi un site abasique. La coupure et l’incorporation de
nucléotides sont accomplies par la polymérase Polß. La coupure en résultant est liée par le
complexe XRCC1 et LigIII sur APE1 et Polß. La voie NER fait intervenir plus d’acteurs
que la voie BER et induit une cassure d’ADN plus importante.
(Modifiée d’après Emil Mladenov and George Iliakis, 2011).
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indispensables pour la reconnaissance gamétique ou la fécondation tels que la capacitation, la 

réaction acrosomique et la fusion gamétique (Aitken et al., 1989 ; Tsunoda et al., 2012).  

 

3.� L’oxydation des acides nucléiques  

Au niveau de l’ADN, les bases azotées peuvent être la cible de l’oxydation. Des liaisons 

covalentes inter- et intra-brins ainsi qu’avec les protéines chromatiniennes, peuvent être mises 

en place et des cassures de l’ADN (simple et double brins) peuvent survenir (Jena, 2012).  

Les EOR peuvent réagir avec toutes les bases (A, T, G, C) bien que la guanine soit leur cible 

privilégiée du fait de son plus faible potentiel d’oxydoréduction (plus fort pouvoir réducteur). 

Le produit le plus fréquent de l’oxydation de la guanine est le 7,8-dihydro-8-oxo-2’-

déoxyguanosine (ou 8-OHdG), même s’il existe d’autres formes de guanine oxydée (pour revue 

voir Kino et al., 2017). 

 

Dans les cellules somatiques, ces différentes lésions de l’ADN, que ce soient des bases 

modifiées (oxydation, site abasique), de la fragmentation ou des liaisons covalentes anormales, 

peuvent entraîner une modification de la conformation du filament d’ADN et bloquer les 

processus de réplication et de transcription. Ces dommages sont potentiellement néfastes pour 

la cellule et seront donc réparés rapidement par différentes voies selon le type de lésion. 

 

4.� Le processus de réparation des dommages à l’ADN  

De façon générale, les lésions simples ne touchant qu’une seule base modifiée (telle que 

le 8-OHdG …) sont réparées par les protéines de la voie BER (Base Excision Repair) ou MR 

(Mismatch Repair) tandis que les lésions plus encombrantes comme les liaisons covalentes 

entre bases, sont prises en charge par les protéines de la voie NER (Nucleotide Excision Repair) 

qui remplacent un plus long morceau du brin endommagé (figure 31). La voie BER démarre 

par l’arrivée d’une ADN-glycosylase spécifique de la lésion, comme OGG1 (oxoguanine 

glycosylase 1) qui reconnaît le 8-OHdG (Smith et al., 2013), qui clive la liaison N-glycosidique 

entraînant l’apparition d’un site abasique. Par la suite, une endonculéase 

apurinique/apurimidique (apurinic/apyrimidic endonculease 1 ou APE1) hydrolyse le 

phosphate en 5’ du site induisant l’apparition d’une cassure de l’ADN. La dernière étape 

consiste en la réparation de la cassure par des ADN ligases et d’autres protéines dont XRCC1 

(X-ray repair cross-complementing-1). La voie NER intervient par un mécanisme similaire à 

celui de la voie BER mais avec une cassure de l’ADN plus longue (figure 31).  
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Cependant, ces processus de réparation peuvent parfois insérer des erreurs dans la 

séquence de nucléotides ou ne pas se poursuivre jusqu’au bout, entraînant la formation de sites 

abasiques ou de cassures de l’ADN. De plus, si toutes les erreurs ne sont pas détectées et 

réparées, lors du processus de réplication la lecture des bases modifiées sur le brin matrice peut 

entraîner l’insertion du mauvais nucléotide dans le brin complémentaire et donc de mutations 

qui peuvent être transmises à la descendance. En effet, dans le cas de la modification 8-OHdG, 

son appariement avec la cytosine est reconnu comme un mésappariement, alors que 

l’association avec l’adénine ne l’est pas. Ainsi l’oxydation de la guanine conduit à une 

conversion fréquente en thymine dans la séquence de l’ADN (Jena, 2012 ; Melis et al., 2013).  

 

 Dans le cas des spermatozoïdes, l’ensemble des dommages à l’ADN spermatique ne 

peut pas être réparé par le spermatozoïde lui-même car son ADN très compacté est inaccessible 

et l’ensemble de la machinerie cellulaire a été réduite à son minimum lors de la spermiation. 

C’est uniquement lors de la fécondation que l’ovocyte prendra en charge la réparation des 

dommages de l’ADN spermatique. Si ces dommages sont trop importants ou que l’ovocyte 

possède lui-même des défauts à réparer, nous observerons un arrêt du développement 

embryonnaire ou la transmission de mutations à la descendance (Ohno et al., 2014). En effet, 

le zygote répare les dommages à l’ADN, notamment par la voie de réparation BER, par un 

processus non apoptotique qui agit en ralentissant la réplication de l’ADN et la déméthylation 

du pronucleus mâle (cf. § III.C.a.1. déméthylation du génome), ce qui induit un délai dans le 

développement embryonnaire (Fernández-Gonzalez et al., 2008 ; Gawecka et al., 2013 ; 

Marchetti et al., 2015).  

 

5.� L’équilibre oxydant 

Afin de se prémunir contre ces dommages oxydants au niveau épididymaire, il existe 

donc un équilibre subtil entre la production des EOR et leur élimination par le système 

antioxydant créé par l’épididyme pour protéger le spermatozoïde. Le système antioxydant peut 

être décomposé en deux sous-groupes faisant intervenir soit des molécules comme les 

vitamines, le sélénium et le zinc soit des enzymes antioxydantes de la voie de dégradation des 

EOR, comme la SOD, la catalase, les peroxyrédoxines et d’autres membres de la famille des 

glutathiones peroxydases, tels que GPx1, GPx3 ou GPx5 (Drevet, 2006 ; Toppo et al., 2009 ; 

figure 32). Ces trois Gpx sont exprimées dans de nombreux tissus de l’organisme dont 

l’épididyme et Gpx5 est fortement exprimée dans cet organe. La protéine GPx5 est une protéine 

dimérique, glycosylée et secrétée. L’expression du gène Gpx5 dans l’épididyme est sous le 
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contrôle des androgènes et de facteurs testiculaires (Drevet et al., 1998 ; Kolasa et al., 2008). 

Chez la souris, ce gène comporte 5 exons et 4 introns. La protéine produite au niveau de la tête 

de l’épididyme est secrétée dans le fluide épididymaire au contact des spermatozoïdes. Une 

partie de GPx5 va s’associer à la membrane plasmique de la tête des spermatozoïdes, tandis 

qu’une autre partie restera circulante sous forme libre ou associée à des vésicules lipidiques et 

ceci jusque dans le tractus génital femelle (Rejraji et al., 2002). La fonction de Gpx5 dans 

l’élimination des EOR (et notamment de l’H2O2) a été montrée in vitro et in vivo (Chabory et 

al., 2009 ; Vernet et al., 1996).  

 

Afin d’étudier l’impact du stress oxydant, c’est-à-dire un déséquilibre entre la 

production et l’élimination des EOR par le système antioxydant, sur l’intégrité du noyau 

spermatique et la fertilité, des modèles murins invalidés pour différentes enzymes 

antioxydantes ont été générés.  

 

6.� L’étude du stress oxydant sur l’intégrité du spermatozoïde  

Comme nous l’avons évoqué précédemment, le spermatozoïde subi une maturation lors 

du transit épididymaire et notamment une compaction du noyau par l’établissement de ponts 

disulfures entre les groupements thiols portés par les cystéines des protamines. L’établissement 

de ces ponts disulfures nécessite l’utilisation des EOR (Seligman et al., 1994 ; Shalgi et al., 

1989). Cette mise en place se fait de manière spontanée ou par l’intervention d’enzymes de type 

disulfide isomérase localisées dans le noyau spermatique (Shalgi et al., 1989). Parmi ces 

enzymes, nous pouvons retrouver certaines glutathiones peroxydases ou des peroxyrédoxines… 

Une dérégulation de l’équilibre des EOR au sein de l’épididyme peut conduire à de nombreux 

défauts au niveau spermatique (peroxydation lipidique, compaction nucléaire altérée …) et 

l’étude de modèles murins invalidés pour des enzymes antioxydantes a permis de montrer 

l’impact du stress oxydant sur l’intégrité du spermatozoïde.  

 

Une invalidation constitutive de Gpx1 ou Gpx3 n’engendre aucun phénotype 

d’infertilité. L’invalidation constitutive de l’isoforme de la Gpx4, spécifique du noyau, Sngpx4, 

chez la souris a été réalisée par l’insertion du gène eGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) 

au sein de l’exon alternatif, pour ne pas modifier l’expression des isoformes cytosolique et 

mitochondriale (Conrad et al., 2005) ; ces souris sont viables et ne présentent aucun phénotype 

d’infertilité. Néanmoins, ces souris présentent un retard de condensation de la chromatine des 

spermatozoïdes et une décondensation plus rapide de cette chromatine, suite à un traitement de 



Figure 33 : Phénotype des souris invalidées pour Sngpx4.
Les spermatozoïdes des souris invalidées pour Sngpx4 ne présentent pas de différence de
mobilité (A). Observation d’une morphologie aberrante des noyaux spermatiques chez les
souris Sngpx4-/-, comparé aux souris sauvages (WT ; B).
(D’après Conrad et al., 2005).
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décondensation comparées à des souris sauvages (Conrad et al., 2005 ; Puglisi et al., 2012 ; 

figure 33). De plus, Puglisi a montré récemment que le croisement de souris mâles Sngpx4-/- 

avec des souris femelles sauvages induit moins de gestations et des portées de tailles moins 

importantes (Puglisi et al., 2012). Des expériences de FIV ont montré une diminution de 70% 

du pourcentage de zygotes obtenus par insémination d’ovocytes sauvages par des 

spermatozoïdes Sngpx4-/- ayant subi la capacitation, comparé à celle effectuées par des 

spermatozoïdes sauvages. Les tests de liaison et de fusion à la membrane plasmique de 

l’ovocyte sauvage ne montrent aucune différence entre les spermatozoïdes Sngpx4-/- et 

sauvages. Les auteurs en déduisent que cette infertilité des souris mâles Sngpx4-/- serait due à 

une incapacité́ des spermatozoïdes à traverser la zone pellucide entourant l’ovocyte (Pipolo et 

al., 2017). Enfin, ces souris présentent des niveaux élevés d’oxydation et de fragmentation de 

l’ADN et une sensibilité plus importante à la décondensation de la chromatine spermatique 

(Noblanc et al., 2012).  

 

 Comme pour l’invalidation de Sngpx4, celle de la peroxyrédoxine Prdx6, conduit à une 

baisse de la mobilité des spermatozoïdes et à une augmentation des niveaux de groupements 

thiols libres portés par les cystéines des protamines donc à une absence de ponts disulfures entre 

les protamines induisant une décondensation du noyau spermatique (Ozkosem et al., 2015). En 

effet, les peroxyrédoxines (PRDX) du fait de leur activité réductrice des peroxydes tels que 

l’H2O2, peuvent établir des ponts disulfures entre des protéines. De plus, les peroxyrédoxines 

comme PRDX6, font partie des enzymes antioxydantes retrouvées dans l’épididyme et le 

spermatozoïde. Elles protègent donc le génome paternel des dommages oxydants à l’ADN 

(O’Flaherty and de Souza, 2011). L’invalidation de Prdx6 chez la souris conduit, avec l’âge, à 

une diminution de la mobilité et de la compaction de la chromatine des spermatozoïdes et à une 

augmentation des dommages à l’ADN (fragmentation et oxydation) dus à une augmentation du 

stress oxydant (Ozkosem et al., 2015). Chez l’homme, une faible quantité de PRDX1 et 6 

conduit à un phénotype spermatique similaire à celui de la souris Gpx5-/-, associé à une 

infertilité mâle (Gong et al., 2012). Il semblerait donc que PRDX chez l’homme joue le rôle 

assuré par GPx5 chez la souris. Que ce soit via GPx5 ou via les PRDX, il est clair que les 

enzymes antioxydantes luminales de l’épididyme et du spermatozoïde participent à l’équilibre 

redox post-testiculaire important pour la maturation structurelle et fonctionnelle des gamètes 

mâles.  

De la même façon, l’invalidation de la Catalase ou de la SOD conduit à des infertilités 

liées à l’âge chez les souris (Selvaratnam and Robaire, 2016). Chez les souris Sod-/-, nous 
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observons une augmentation des dommages à l’ADN (marquage γH2A.X, signe de cassures à 

l’ADN) et de l’oxydation de l’ADN (8-OHdG) avec une réduction de l’activité antioxydante et 

notamment de la PRDX1. En revanche, les souris Cat-/- ne présentent pas de baisse de l’activité 

antioxydante, due à une compensation par l’augmentation de Prdx1, ni de présence d’oxydation 

de l’ADN (Selvaratnam and Robaire, 2016). Il n’existe aucun modèle d’invalidation de la 

Prdx1.  

 

Outre des modèles d’invalidation des acteurs du système antioxydant, des études 

utilisent des spermatozoïdes oxydés artificiellement pour étudier l’impact des dommages 

oxydants sur la descendance. Les auteurs montrent une dérégulation du métabolisme lipidique, 

du glucose et de la croissance dans la descendance femelle (Lane et al., 2014). L’induction de 

dommages oxydants à l’ADN de spermatozoïdes de macaques Rhésus conduit à une importante 

fragmentation de l’ADN et à un arrêt du développement avant le stade embryonnaire 8 cellules 

(Burruel et al., 2013). Dans de récentes études, il est montré que les dommages à l’ADN dans 

le spermatozoïde murin (modifications de nucléotides ou cassures simples et doubles brins), 

induits par des radiations conduisent à des mutations de novo plus importantes que chez les 

souris sauvages et ce type d’altérations est associé avec des syndromes d’autisme chez l’homme 

(Adewoye et al., 2015 ; Feinberg et al., 2015 ; Malaspina et al., 2015).  

 

7.� Le stress oxydant et l’infertilité masculine  

De même que chez les nombreuses espèces décrites précédemment, les EOR sont 

délétères pour le spermatozoïde humain. En effet, la présence d’un stress oxydant chez l’homme 

conduit entre autres, à une fragmentation de l’ADN spermatique et à une peroxydation lipidique 

et est corrélée à des infertilités masculines (pour revue voir Bisht and Dada, 2017).  

Le stress oxydant présent chez ces hommes a de nombreuses origines comme nous l’avons déjà 

évoqué (cf. § II.C.b. Les EOR et leurs effets sur le spermatozoïde ; Lewis et al., 2013). Par 

exemple, des hommes ayant une leucocytospermie, c’est-à-dire un excès de leucocytes dans le 

liquide séminal (Haidl et al., 2008 ; Kullisaar et al., 2008), présentant un excès d’EOR dans 

l’environnement spermatique et des dommages spermatiques entraînant une baisse de la 

mobilité des gamètes (Plante et al., 1994).  

Par ailleurs, l’utilisation de procédures de PMA (FIV, ICSI) est rapportée pour engendrer des 

EOR et sont donc délétères pour les spermatozoïdes (pour revues voir Agarwal et al., 2006 ; 

Aitken, 2016 ; Gharagozloo and Aitken, 2011 ; Rappa et al., 2016). La cryoconservation des 

spermatozoïdes, l'exposition aux milieux de culture ou la manipulation des spermatozoïdes au 
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cours des processus de sélection, en particulier pour l’ICSI, sont générateurs d’EOR (Alvarez 

and Storey, 1992 ; Goto et al., 1993 ; Shekarriz et al., 1995). De plus, la 

cryconservation/décongélation des spermatozoïdes est montrée pour induire une peroxydation 

lipidique de la membrane spermatique (Alvarez and Storey, 1992). 

 

Néanmoins, les dommages spermatiques causés par les EOR sont difficiles à démontrer 

suite à une procédure de PMA (Agarwal et al., 2003) et bien que l'ovocyte puisse réparer, dans 

une certaine mesure, ces dommages paternels, lui-même est endommagé lors de ces procédures 

(Agarwal et al., 2012 ; Attaran et al., 2000). De plus, les taux d’EOR ne sont pas mesurés lors 

de ces pratiques et cela pourrait expliquer le faible taux de réussite (Pinborg et al., 2009 ; Troude 

et al., 2016). Il serait donc intéressant de développer des systèmes de « contrôle » des 

dommages oxydants au niveau spermatique, lors de ces approches, comme c’est le cas pour la 

mobilité ou la morphologie ou d’atténuer le niveau d’EOR engendré.  

 

Une fois dans la queue d’épididyme, le spermatozoïde est totalement mature d’un point 

de vue morphologique et fonctionnel. Il est mobile et possède une chromatine hautement 

compactée afin de protéger le génome haploïde paternel qu’il va transmettre au futur embryon 

après la fécondation dans les voies génitales femelles. Hormis la transmission du patrimoine 

génétique paternel, le spermatozoïde transmet également une information épigénétique qui 

influence le développement embryonnaire.  

 

III.� L’épigénome du spermatozoïde  

L’épigénome regroupe toutes les modifications de la chromatine (méthylation d’ADN, 

histones, et leurs modifications post-traductionnelles) et les ARN non codants qui ne changent 

pas la séquence d’ADN mais influencent l’expression des gènes. L’épigénome a la particularité 

de pouvoir intégrer des signaux provenant de l'environnement, donnant aux organismes un 

moyen de réagir et de s'adapter aux changements (Waterland et al., 2006 ; Weaver et al., 2004).  

 

A.� La méthylation de l’ADN  

a.� Généralités  

La méthylation de l’ADN est l’ajout d’un groupement méthyle (-CH3) sur le cinquième 

carbone de la cytosine (5-méthylcytosine ; 5mC). Chez les Mammifères, les CpG isolés sont 

généralement hyperméthylés (60 à 90%, en fonction du type cellulaire) tandis que les îlots CpG 



Figure 34 : Structure des enzymes DNMT et TET des
Mammifères.
(A) DNMT partage un domaine catalytique C-terminale,

exceptée pour DNMT3L qui ne contient pas de domaine
catalytique. La région N-terminale de DNMT1 contient un
domaine d’interaction avec PCNA, la fourche de réplication et
l’ADN non méthylé. DNMT1 contient deux domaines BAH.
DNMT 3A et 3B B comprennent un domaine PWWP qui
reconnaît la marque H3K36me et un domaine ADD qui permet
l’interaction avec l’histone H3 sur la lysine 4.
h: humain, m : souris, aa : acides aminés, DNMT : DNA
methyltransferases, TET : Ten Eleven Translocation
(B) Les protéines TET contiennent un domaine riche en
cystéines dans le C-terminale adjacent au domaine DSBH
typique des dioxygénases dépendante du Fe(II) et 2-
oxoglutarate. TET1 et TET3 contiennent également un domaine
CXXC. La taille des protéines est identique par le nombre
d’acides aminés.
(C) Structure chimique de la cytosine (C), de la 5-
méthylcytosine (5mC) et de la 5-hydroxyméthylcytosine
(5hmC). La méthylation (groupement -CH3) se positionne sur
le carbone 5 de la cytosine pour donner le 5mC et l‘oxydation
de ce groupement méthyle conduit à la 5hmC.
(Modifiée d‘après Bhutanie et al., 2011).
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qui sont des longues régions de 500 à 2000 pb avec une haute densité en CG, restent 

hypométhylés (Deaton and Bird, 2011). La méthylation de l’ADN permet d’organiser la 

chromatine (frontière euchromatine-hétérochromatine) et de réguler la transcription de gènes 

car elle touche de nombreux promoteurs (Jones, 2012). En effet, la méthylation de l'ADN a un 

rôle de répresseur transcriptionnel en agissant par encombrement stérique du grand sillon de 

l'hélice d'ADN et en inhibant le recrutement des facteurs de transcription (Iguchi-Ariga and 

Schaffner, 1989 ; Prendergast and Ziff, 1991). Elles peuvent également agir indirectement par 

le recrutement de complexes protéiques qui reconnaissent et se fixent sur la 5mC (Nan et al., 

1998 ; Sasai and Defossez, 2009). Quoique réversible, la méthylation de l'ADN est une marque 

épigénétique stable qui joue le rôle de verrou transcriptionnel. C'est au niveau des séquences 

répétées (rétrotransposons LINE et SINE, régions péri-centomériques), qui représentent près de 

la moitié du génome, que nous trouvons essentiellement la méthylation de l'ADN (Yoder et al., 

1997).  

 

La méthylation est mise en place par des ADN méthyltransférases qui catalysent le 

transfert d’un groupement méthyle de la S-adénosyl-1-méthionine sur la position cinq du 

carbone de la cytosine (5mC ; Chen and Li, 2004). Il existe deux catégories d’ADN 

méthyltransférases en fonction de leur activité de méthylation de novo ou de maintenance 

(figure 34 ; Holliday and Pugh, 1975 ; Riggs, 1975). La première enzyme avec une activité 

d’ADN méthyltransférase, intervenant dans la méthylation dite de maintenance, est DNMT1 

(Bestor, 1988). Elle restaure une méthylation complète sur les deux brins à partir du CpG 

hémiméthylé (Arand et al., 2012 ; Leonhardt et al., 1992). La perte de Dnmt1 dans les cellules 

souches embryonnaires murines (mESC) provoque une dramatique hypométhylation de l’ADN 

mais incomplète, conduisant donc à s’interroger sur la présence d’autres protéines à activité 

d’ADN méthyltransférase.  

Deux enzymes, DNMT3A et 3B, ont ainsi été identifiées (Okano et al., 1999), 

intervenant dans la méthylation dite de novo. Elles interviennent notamment dans 

l’établissement d’une méthylation différentielle entre les gamètes mâles et femelles, appelée 

empreinte parentale, sur certaines régions génomiques. Cette dernière permet d’établir une 

expression transcriptionnelle mono-allélique dépendante de l’origine de la méthylation. Les 

gènes concernés sont souvent organisés en cluster, un ensemble de gènes dont la transcription 

est soumise à l’état de méthylation d’une voire deux régions différentiellement méthylées 

(DMR ou differentially-methylated region) selon leur origine parentale. Cette méthylation est 



Figure 35 : Principe de l’empreinte parentale ou differentially methylated regions (DMR) .
Chaque DMR contrôle l’expression génique monoallélique au sein d’un cluster de gènes, ici les
loci Kncq1 et Igf2/H19, sur le chromosome 7 murin, souvent par l’intermédiaire de la fixation
d’insulateurs protéiques tels que la protéine CTCF (CCCTC-binding factor), + : Transcription.
(Modifiée d’après Biliya and Bulla, 2010).
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à l’origine du recrutement ou de la répulsion de différents facteurs modifiant les histones ou 

isolant les gènes des régions régulatrices, comme par exemple l’insulateur protéique CTCF 

(CCCTC-binding factor ; Biliya and Bulla, 2010 ; Pant et al., 2003). Dans un même cluster 

soumis à cette méthylation, certains gènes peuvent être maternellement exprimés tandis que les 

gènes voisins seront paternellement exprimés. Les DMR maternellement méthylées sont 

généralement situées dans une région promotrice ou intronique de gènes comme Kcnq1 (codant 

pour un canal potassium voltage dépendant) ou Snrpn (small nuclear riboprotein intervenant 

dans la fabrication des pré-ARNm) et les paternellement méthylées sont, elles, retrouvées dans 

des régions intergéniques de gènes tels que Igf2/H19 (codant pour une hormone de croissance 

et un ARNnc, respectivement) ou Rasgrf1 (codant pour un facteur d'échange de guanine ; figure 

35 ; Kobayashi et al., 2009). Une troisième ADN méthyltransférase de novo, DNMTL3, existe. 

Elle ne possède pas de domaine amino-terminal (site catalytique) caractéristique mais 

néanmoins elle est un cofacteur d’activation crucial pour DNMT3A et 3B et est donc nécessaire 

pour la méthylation (Bourc’his and Bestor, 2004 ; Bourc’his et al., 2001 ; Chedin et al., 2002 ; 

Gowher et al., 2005a, 2005b ; Jia et al., 2007).  

Récemment, il a été découvert une nouvelle ADN méthyltransférase de novo, qui a 

évolué via une duplication du gène Dnmt3b chez les rongeurs, Dnmt3c. Cette enzyme est 

responsable de la méthylation des promoteurs des rétrotransposons au sein des cellules 

germinales et elle est indispensable pour la fertilité des souris (Barau et al., 2016 ; Jain et al., 

2017). En effet, des souris mâles mutantes pour ce gène, présentent une méthylation anormale 

des séquences des rétrotransposons LINE et LTR dans la lignée germinale et accumulent des 

taux plus élevés de transcrits et de protéines dérivées des transposons (Jain et al., 2017).  

 

b.� La méthylation de l’ADN spermatique  

Chez la souris, pendant la formation et la migration des précurseurs des cellules 

germinales ou PGC (primordial germ cells), à 11,5-13,5 jours post-coitum (dpc), la méthylation 

de l'ADN est partiellement effacée jusqu'à ce qu’il ne reste que 10% des CpG totaux méthylés. 

En effet, l’effacement de la méthylation est requis car les PGC sont dérivées des cellules 

embryonnaires qui ont déjà acquis un devenir de cellules somatiques (Guibert et al., 2012 ; 

Hajkova et al., 2002 ; Seisenberger et al., 2012). L'effacement de la méthylation de l’ADN des 

CpG est un élément clé de la spécification des PGC, mais la dynamique et les mécanismes sous-

jacents de ce processus restent incertains (Hackett et al., 2012). Néanmoins, des études récentes 
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montrent l'implication de la conversion de la 5mC en 5hmC (5-hydroxyméthylcytosine) dans 

le processus de déméthylation de l’ADN. Cette conversion implique des enzymes appelées ten-

eleven translocation (ou Tet ; Gan et al., 2013 ; Hackett et al., 2013 ; Tahiliani et al., 2009). La 

marque 5hmC sera elle-même oxydée par des Tet en 5fC (5-formylcytosine) et en 5caC (5-

carboxycytosine ; He et al., 2011 ; Ito et al., 2011). Chez les Mammifères, la famille TET 

contient trois membres (TET 1 à 3) exprimés différemment selon le tissu et le stade de 

développement (Tahiliani et al., 2009). TET 1 et 2 sont présents dans les cellules souches 

embryonnaires (ES) et PGC (Hackett et al., 2012). Tandis que TET 3 est exprimée dans 

l'ovocyte, le spermatozoïde et dans l'embryon préimplantatoire (Gu et al., 2011 ; Iqbal et al., 

2011 ; Tahiliani et al., 2009).  

Chez la souris mâle, le processus de méthylation de l’ADN des cellules germinales 

débute entre 15,5 et 18,5 dpc et se poursuit après la naissance jusqu’au stade pachytène de la 

méiose sous l’action des ADN méthyltransférases Dnmt3a, 3b et 3l, lors de la spermatogenèse 

(La Salle and Trasler, 2006). Les gamètes ont leurs propres caractéristiques 

d’hyperméthylation. En effet, à la fin de la re-méthylation, 80 à 90%, des CpG sont méthylés 

dans le spermatozoïde mature, tandis que le génome maternel montre quant à lui de faibles 

niveaux de méthylation (40% ; Popp et al., 2010).  

 

c.� L’infertilité et la méthylation de l’ADN  

Chez la souris, l’invalidation des ADN méthyltransférases Dnmt3a et b cause un arrêt 

en méiose des spermatogonies, une surexpression des éléments répétés type LINE et des IAP 

(intracisternal A particles) ainsi qu’une perte de spermatocytes par apoptose (Bourc’his and 

Bestor, 2004 ; Walsh et al., 1998). Les souris invalidées pour Dnmt3l sont viables, mais 

l’absence de méthylation de novo dans la lignée germinale induit une stérilité (Bourc’his and 

Bestor, 2004). 

 

Des défauts de spermatogenèse ont été associés à une mise en place de l’empreinte 

parentale perturbée dans les cellules germinales et notamment des défauts de méthylation 

(Hartmann et al., 2006). De façon globale, chez les hommes infertiles, 14,4% des anomalies de 

méthylation de l’ADN se produisent sur le gène à empreinte parentale Igf2/H19 et sur le gène 

gene trap locus 2. En effet, des patients oligozoospermiques présentent une faible méthylation 

de l’ADN ou une région génique à empreinte parentale Igf2/H19 non-méthylée associées à une 

qualité spermatique réduite comparée aux hommes fertiles (Niemitz and Feinberg, 2004 ; Zama 
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and Uzumcu, 2010). De plus, une hypométhylation de l’ADN sur le gène à empreinte Igf2/H19 

conduit à une tératozoospermie associée à une baisse du nombre de spermatozoïdes et de leur 

mobilité (Boissonnas et al., 2010). 

D’autres profils anormaux de méthylation de l’ADN sur les régions à empreinte parentale 

comme le DMR MEST (mesoderm specific transcript ; Marques et al., 2008 ; Poplinski et al., 

2010) sont associés à des oligozoospermies et à des oligoasthénotératozoospermies (Feuer et 

al., 2013 ; Katari et al., 2009 ; Owen and Segars, 2009). De plus, des défauts de méthylation de 

l’ADN sur des promoteurs de gènes impliqués dans la spermatogenèse comme DAZL (Deleted 

in azoospermia like) et CREM (cAMP responsive element modulator) sont rapportés chez des 

patients présentant une oligoasthénotératozoospermie (Nanassy and Carrell, 2011 ; Navarro-

Costa et al., 2010).  

Ces défauts de méthylation de l’ADN peuvent être dus à des erreurs lors de la 

méthylation des PGC ou à une altération de la méthylation de l’ADN dans les spermatocytes. 

Récemment, une étude a montré que chez des patients infertiles, le taux de 5hmC est supérieur 

à celui de patients fertiles et corrèle avec des défauts de morphologie du spermatozoïde ainsi 

qu’avec un indice de fragmentation de l’ADN élevé (Efimova et al., 2017). De plus, des patients 

présentant une globozoospermie ont une perte de la marque 5hmC sur des gènes comme 

DNMT1 ou sur des gènes à empreinte parentale tels que GRB10 ou PLAGL1 (intervenant 

notamment dans la croissance cellulaire ; Wang et al., 2015).  

 

B.� Les acides ribonucléiques (ARNs) 

a.� Généralités  

Il existe de nombreux ARN divisés en deux grandes catégories, les ARN codants ou 

messagers (ARNm) et les ARN non codants (ARNnc). Les ARNm sont transcrits à partir de 

l’ADN et traduits en protéines. Les ARNnc ne sont pas traduits en protéines et ont de 

nombreuses fonctions. Ils peuvent être subdivisés en deux groupes : les ARN de ménages et les 

ARN régulateurs.  

 

1.� Les ARN de ménage  

Parmi ces ARNnc, nous retrouvons les ARN qui sont importants pour la traduction des 

ARNm, les ARN ribosomaux (ARNr) qui ont une taille très variable de 120 à 5000 nucléotides 

(nt) et les ARN de transfert (ARNt) plus petits de 70 à 95 nt.  



Figure 36 : Biogenèse des miARN/endo-siARN.
Les miARN sont transcrits par la polymérase II ou III (Pol II, III). Dans la voie canonique, les
précurseurs primaires (pri-miARN) sont clivés par Drosha en pré-miARN avec l’aide de DCCR8. Dans
la voie non canonique, ‘’mirtrons’’ contenant les précurseurs miARN comme introns, sont produits en
pré-miARN dans le splicesome avec ou sans nucléases et indépendamment de Drosha/DCCR8. Les pré-
miARN sont transportés par l’exportin5/Ran/GTP. Après avoir été libéré dans le cytoplasme, les pré-
miARN sont coupés par Dicer/TRBP et ainsi chargés sur AGO. Durant cette étape seulement un brin du
miARN reste avec AGO tandis que l’autre brin est abandonné. Chez les animaux, seuls les miARN
montrent une complémentarité partielle avec leurs cibles et ainsi la fonction majeure de ces miARN est
la répression de la traduction plutôt que le clivage nucléolytique.
(Modifiée d’après Luo et al., 2016).
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Plus tardivement, dans les années 1980 et 1990 furent décelés respectivement les 

snARN (small nuclear RNA) et les snoARN (small nucleolar RNA ; Morris et al., 2014). Les 

snARN de 150 nt interviennent plutôt dans l’épissage alternatif tandis que les snoARN sont 

impliqués dans les modifications post-transcriptionnelles telles que la 2’-O-méthylation et la 

pseudo-uridylation des ARN pré-ribosomaux (Kiss-László et al., 1996). Les snoARN sont 

contenus dans des introns, et après l’excision de ces introns, ils s’associent à des protéines 

spécifiques pour former des complexes ribonucléoprotéiques (Shi et al., 2017).  

 

2.� Les ARN régulateurs : différentes classes d’ARN non codants  

Dans ce groupe nous rassemblons des ARN qui jouent principalement un rôle dans la 

régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle. Ils sont disséminés dans le génome et 

coïncident souvent avec des gènes codant pour des protéines sur le même brin ou sur le brin 

anti-sens. Ils sont donc annotés selon leur sens dans le génome ainsi que selon leur taille (petits 

ARN < 200 nt et longs ARN >200 nt). Parmi eux, nous notons par exemple, les miARN et les 

endo-siARN de 21 à 24 nt qui interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle et les 

ARN interagissant avec les protéines PIWI (ou piARN).  

La biogenèse des miARN requiert deux enzymes RNase III ainsi que DROSHA et DICER 

(Subramanyam and Blelloch, 2011 ; Yang and Lai, 2011). Drosha est responsable de la 

transformation des transcrits primaires de miARN (qui ont une longue taille) en précurseur de 

miARN sous forme de boucle (ou pré-miARN) dans le noyau. Par la suite le pré-miARN est 

exporté du noyau par une exportine 5. Tandis que Dicer coupe le pré-miARN en miARN 

matures (simples brins de 22 nt) dans le cytoplasme (figure 36). Les endo-siARN peuvent 

dériver du chevauchement de transcrits sens et antisens, de séquences répétées et de structures 

en épingle à cheveux (Malone and Hannon, 2009 ; Okamura and Lai, 2008). Comme pour les 

miARN, les endo-siARN requièrent Dicer et certaines protéines pour exercer leur activité 

(Okamura and Lai, 2008 ; Subramanyam and Blelloch, 2011 ; figure 35).  

Il existe deux classes de piARN, les piARN pré-pachytènes et les piARN pachytènes dans les 

cellules germinales testiculaires. Ils ne sont pas générés durant les mêmes stades de 

développement dans le testicule et leur biogenèse n’est pas totalement la même. Les piARN 

interagissent avec les protéines de type PIWI et régulent la transposition.  

Après leur passage dans le cytoplasme, les piARN subissent une transformation. Les longs 

précurseurs simple brins sont divisés en courts précurseurs, qui sont ensuite liés à des protéines 

comme MIWI ou MILI.  



Figure 37 : Biogenèse des piARN.
Les piARN pachytènes et les piARN pré-pachytènes ne sont pas seulement générés durant des
stades différents mais leur voie de biosynthèse n’est pas exactement la même. Après leur libération
dans le cytoplasme, les piARN pachytènes vont subir un premier traitement où les longs
précurseurs simple brin sont divisés en courts précurseurs. Le mécanisme détaillé reste peu clair.
Ils sont ensuite chargés sur les protéines MIWI ou MILI et subissent une modification 3’-terminal
par Hen1. Cependant, les piARN pré-pachytènes adoptent un cycle ping-pong pour amplifier les
piARN sens et antisens. Les précurseurs de ces derniers sont coupés aléatoirement en courts
segments démarrant avec une 5’-uridine. Les précurseurs sens sont ensuite pris en charges par
MILI et dirigés sur les piARN antisens et clivés à 10 nucléotides. Ainsi, les piARN antisens
peuvent être utilisés pour cliver les piARN sens. Les piARN pachytènes et les protéines PIWI
exercent des fonctions dans le clivage nucléotidiques de cibles ou la régulation de la traduction.
Certains piARN pré-pachytènes avec la protéine MIWI2 sont amenés au noyau et participe à la
méthylation de l’ADN.
(Modifiée d’après Luo et al., 2016).

Voie piARN pachytène

Voie piARN pré-pachytène

MIWI2

Méthylation de l’ADN

Noyau

Processus priamireNucléases

NucléasesMIWI

MIWI

MIWI

MIWI

MIWI

Régulation
traductionnelle

Clivage
nucléolytique

Transcrit
piARN sens

Transcrit
piARN 
antisens

Cycle ping-pong

MIWI2

MIWI2

MIWI2

MIWI2 MILI

MILI

MILI

MILI
Nucléases

Processus priamire
Nucléases

Cytoplasme

ARN 
destruction

HEN1

HEN1

eIF4G
eIF4E

Ribosome

eIF3A MILI



Introduction Bibliographique 
�

� ���

Une fois dans le cytoplasme, les piARN pré-pachytènes adoptent un cycle dit ping-pong 

pour amplifier les piARN sens et antisens (Malone and Hannon, 2009). Les précurseurs de ces 

piARN pré-pachytènes vont être coupés aléatoirement en courts segments. Ces précurseurs sens 

sont coupés par la suite liés avec MILI et dirigés sur les transcrits antisens piARN ainsi clivés 

en piARN de 10 nt (pour revue voir Luo et al., 2016 ; figure 37).  

De plus, dans les cellules germinales mâles, la méthylation de l’ADN est initiée par les piARN. 

Ces piARN sont dérivés de séquences répétées et agissent sur la mise sous silence et la 

méthylation de l’ADN des éléments transposables, mais aussi sur Rasgrf1, un locus à empreinte 

parentale paternelle qui contient une séquence de type rétrotransposon (Watanabe et al., 2011). 

L’interaction entre la voie des piARN et les enzymes ADN méthyltransférases reste peu 

comprise, cependant les piARN paraissent agir en amont de DNMT3L, car l’invalidation de 

Dnmt3l n’affecte pas l’expression des piARN mais un défaut dans la voie des piARN conduit 

à une perte de la méthylation de l’ADN sur les éléments transposables (Aravin et al., 2008 ; 

Kuramochi-Miyagawa et al., 2008).  

 

b.� Les ARN des spermatozoïdes  

En 1997, Krawetz et Kramer ont découvert les premiers ARN spermatiques chez les 

Mammifères (Kramer and Krawetz, 1997 ; Rassoulzadegan et al., 2006, 2007 ; Wykes et al., 

1997) et quelques années plus tard, il a été montré que ces ARN pouvaient être transférés à la 

descendance (Miller et al., 2005 ; Wykes et al., 2000). Chez l’homme, il est estimé que 18 000 

ARNm sont délivrés à l’embryon dont 6 uniques au spermatozoïde (clusterine, Akap4, Prm2, 

Cdh13, Foxg1b et Wnt5a ; Ostermeier et al., 2004). L’auteur suggère que ces ARNm participent 

à la formation du pronucleus mâle et au contrôle du développement embryonnaire précoce.  

Par la suite, la fonction de ces ARN durant la spermatogenèse, la fécondation et le 

développement embryonnaire ont été analysés et notamment celle des miARN qui régulent 

l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel (Belleannée et al., 2012).  

Les ARNnc sont présents dans les cellules germinales et sont requis pour des événements 

critiques dans le développement de la lignée germinale, incluant la spécification des PGC, la 

migration et la colonisation dans les gonades, la différenciation spécifique du sexe des gamètes, 

la fécondation, le développement embryonnaire et la fondation de la population de PGC 

descendante (pour revue voir Luo et al., 2016).  

Chez la souris, la voie des miARN est essentielle à la spermatogenèse (Hayashi et al., 

2008 ; Maatouk et al., 2008 ; Unhavaithaya et al., 2009). Par exemple, miR-34c est fortement 

exprimé dans les cellules germinales mâles durant la spermatogenèse et sa surexpression 



Figure 38 : Implications des miARN au cours de la spermatogenèse
Expression temporelle et fonctionnelle des miARN, piARN/PIWI, de la méthylation de l’ADN et de
la transcription durant la spermatogenèse chez la souris. Il existe des miARN spécifiques du testicule
et de l’espèce. Parmi eux, certains dérégulent leur cibles pour inhiber la spermatogenèse et
promouvoir un autre processus cellulaire.
La méthylation de l’ADN est effacée durant le stade 11,5-13,5 jours post-coitum (dpc) dans les
cellules germinales primordiales (PGC ou cellules progénitrices) et est graduellement ré-établie de
15,5 dpc à 2 jours post-natal dans les prospermatogonies. La transcription dans les cellules
germinales mâles reste active jusqu’au début de la méiose et devient de nouveau active dans le stade
spermatide ronde. Les piARN pré-pachytènes commencent à être exprimés dans les PGC et peuvent
durer jusqu’au stade précoce des spermatocytes (leptotène et zygotène). Les piARN pachytènes sont
enrichis du stade pachytène des spermatocytes primaires jusqu’au stade spermatide ronde. La
protéine MILI existe dans les PGC jusqu’au stade spermatide ronde. Cependant, le niveau de MILI
est indétecté durant le stade spermatocyte précoce. La protéine MIWI2 est exprimée seulement dans
les prospermatogonies vers la naissance et l’expression de MIWI est corrélé avec les piARN
pachytènes.
(Modifiée d’après Luo et al., 2016).
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conduit à une augmentation de l’expression de gènes spécifiques des cellules germinales, 

incluant Spata17 (spermatogenesis associated 17) et Spef2 (sperm flagellar 2 ; Bouhallier et 

al., 2010), miR-18 cible un facteur de transcription essentiel à la régulation de la 

spermatogenèse, HSF2 (Heat shock transcription factor 2 ; figure 38 ; Björk et al., 2010).  

Récemment, il a été montré qu’au cours du transit épididymaire, des miARN sont transférés au 

spermatozoïde via les épididymosomes, qui sont des vésicules dérivées de la membrane et 

libérées dans l’épithélium épididymaire (Sullivan and Saez, 2013), modifiant ainsi le profil 

épigénétique des spermatozoïdes (Reilly et al., 2016).  

 

c.� L’infertilité masculine et les ARN spermatiques 

Pour étudier l’impact des ARNnc sur la fertilité, des modèles de souris invalidées pour 

des protéines intervenant dans la régulation ou nécessaires aux ARNnc, ont été créés. Par 

exemple, la perte de Dicer dans les PGC murines conduit à un défaut de prolifération, à une 

spermatogenèse défectueuse, à une morphologie spermatique et à une mobilité altérées 

(Hayashi et al., 2008 ; Maatouk et al., 2008). Ces défauts sont dus à des problèmes dans 

l’activité des miARN. De plus, l’invalidation de Drosha dans les spermatocytes induit une perte 

des spermatides et une stérilité (Wu et al., 2012).  

 

Chez des verrats, l’augmentation de l’expression des miARN let-7a, b, d et e ainsi que 

de miR-22 et la diminution de celle de miR-15b, sont associées à une faible mobilité et à une 

morphologie anormale des spermatozoïdes (Curry et al., 2011). 

Chez l’homme, des polymorphismes (ou SNP) dans les gènes de DICER ou de DROSHA sont 

associés avec à des oligozoospermies (Qin et al., 2012). D’autres miARN peuvent être associés 

à des azoospermies comme miR-34b, miR-34c-5p et miR-122 qui sont sous-exprimés chez des 

patients présentant des azoospermies (Abu-Halima et al., 2014a, 2014b ; Lian et al., 2009).  

Les piARN et leurs protéines associées jouent également un rôle important dans la 

spermatogenèse. La délétion de Mili, Miwi ou Miwi-2 conduit à une activation des 

rétrotransposons dans les cellules germinales mâles, à un arrêt de la méiose et à une stérilité 

(Aravin et al., 2007 ; Carmell et al., 2007 ; Deng and Lin, 2002 ; Kuramochi-Miyagawa et al., 

2004, 2008). En effet, la perte de ces protéines conduit à un défaut de méthylation de l’ADN. 

Chez la souris, les mutants pour Miwi2 présentent un arrêt de développement des cellules 

germinales au stade leptotène de la méiose, corrélant avec des défauts dans la réparation des 

cassures doubles brins d’ADN et suggèrent donc un rôle de Miwi2 dans la recombinaison 

méiotique normale (Carmell et al., 2007 ; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004). De même que 



Figure 39 : Chromatine et épigénome du noyau spermatique
Au cours de la spermatogenèse dans les testicules, certaines histones sont remplacées par des variants
d’histones spécifiques telles que TH2B, H2AL1. Ensuite, la plupart des histones (canoniques et variants)
sont remplacées par des protéines basiques ; protamines (PRM). Néanmoins, il persiste des histones dans les
solénoïdes et entre deux toroïdes, attachées à la matrice nucléaire (barre rouge). L'ADN spermatique est
structuré en toroïde (riche en protamines) et solénoïde (histones) qui permet de condenser fortement la
chromatine spermatique. Le spermatozoïde contient également des marques épigénétiques telles que la
méthylation de l'ADN avec la méthylcytosine et l'hydroxyméthylcytosine, les histones avec des
modifications post-traductionnelles (MPT) et un pool d'ARN (ARNm et ARN non-codants). Pendant le
transit épididymaire (flèche noire), les spermatozoïdes subissent une maturation, le noyau est encore
condensé au moyen d'un pontage disulfure intense créé sur des groupes thiols portés par les protamines
riches en cystéines et enrichi en ARN non-codants fournis par les épididymosomes.
C: cytosine ; G: guanine ; 5m: 5-méthylcytosine ; 5hm: 5-hydroxyméthylcytosine ; MAR: Matrix attachment
region ; Prm: Protamine ; MPT: modifications post-traductionnelles ; SH: groupement thiol ; S-S: ponts
disulfures
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pour les protéines intervenant dans la régulation des miARN, celles de la régulation des piARN, 

les protéines PIWI présentent des SNP chez des patients azoospermiques et oligozoospermiques 

(Gu et al., 2010). Associés à des perturbations de la méthylation de l’ADN dans les régions 

promotrices des protéines PIWI 1 et 2, nous observons des défauts de spermatogenèse et des 

infertilités masculines (Friemel et al., 2014). 

Nous venons de voir que le spermatozoïde emmène en plus de son génome, un épigénome 

complexe qui est d’une importance cruciale pour garantir la qualité du spermatozoïde et la 

fertilité. Cet épigénome sera transmis au futur embryon et va jouer un rôle dans le 

développement embryonnaire après la fécondation.  

 

A.� L’épigénome paternel post-fécondation  

a.� La méthylation de l’ADN spermatique.  

Dans de nombreuses espèces, le méthylome du spermatozoïde a été montré pour être très 

différent de celui d’une cellule somatique, mais similaire à celui des cellules souches 

embryonnaires (Farthing et al., 2008 ; Weber and Schübeler, 2007). Des approches d’analyse 

de la méthylation du génome montrent que les régions non méthylées ou hypométhylées dans 

les spermatozoïdes par rapport aux cellules somatiques, concernent les « genes bodies » et les 

îlots CpG (Boyer et al., 2005 ; Smith et al., 2012), c'est-à-dire des promoteurs de facteurs de 

transcription et de signalisation contrôlant le développement précoce tels que Sox2 ou Foxd3. 

Pour rappel, ces mêmes régions sont également marquées par les histones persistantes 

(Brykczynska et al., 2010 ; Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 2009) suggérant une 

transcription de ces gènes dans l'embryon juste après la fécondation. 

 

Néanmoins, après la fécondation, dans les deux pronuclei, l’ADN est déméthylé afin 

d’obtenir un état totipotent pour le développement embryonnaire.  

 

1.� La déméthylation du génome  

Pour les deux pronuclei, la déméthylation de l’ADN est médiée par 1) une active 

déméthylation de l’ADN dépendante des enzymes TET, incluant TET3, et la formation 

successive de 5hmC, 5fC et 5caC (cf. chapitre précédent III.A., Tahiliani et al., 2009). 

L’accumulation de la marque 5hmC est importante dans le pronucleus mâle et TET3 est 

localisée de façon majoritaire dans le pronucleus mâle (Amouroux et al., 2016 ; Gu et al., 2011 ; 



Figure 40 : Dynamique de la déméthylation de l’ADN et la maintenance de l’empreinte
épigénétique dans les embryons préimplantatoires.
Les caractéristiques distinctes du génome paternel et maternel imposent une asymétrie
épigénétique dans le zygote. Le génome maternel (pronucleus rouge : ligne rouge) subit une
déméthylation passive de l’ADN à travers les différents cycles de réplication. Le génome paternel
(pronucleus et ligne bleus) subit une active déméthylation avant la réplication de l’ADN dans le
zygote.
Concomitant avec la perte globale de 5mC, les marques 5hmC (ligne en pointillées bleus) et les
dérivés oxydés (5fC, 5caC, ligne bleue en tiret) sont augmentés. Bien que le loci sélectionné soit
restauré en cytosines non modifiées, la 5hmC est passivement diluée parallèlement à la
déméthylation du génome maternel. Seules certaines régions de type répétées ou à empreinte
parentale ne sont pas déméthylées (ligne orange).
(Modifiée d’après Messerschmidt et al., 2014).
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Iqbal et al., 2011 ; figure 34). L’ADN hérité du père est rapidement déméthylé avant la 

réplication de l’ADN et avant la formation du zygote (figure 40 ; Messerschmidt et al., 2014 ; 

Mayer et al., 2000 ; Oswald et al., 2000). 2) Par une déméthylation passive dépendante de la 

réplication (Guo et al., 2014 ; Shen et al., 2014 ; Wang et al., 2014).  

 

Les différents dérivés de la cytosine méthylée (5hmC, 5fC et 5caC) sont finalement 

transformés en cytosine non méthylée par la voie de réparation de l'ADN, TDG-BER (thymidine 

DNA glycosylase-base excision repair) indépendante de la réplication (figure 40 ; Kohli and 

Zhang, 2013). Les enzymes TDG ne reconnaissant que les formes 5fC et 5caC, la 5hmC subit 

une déamination en 5hmU (5-hydroxyméthyluracile) par l’intervention de cytosine déaminases 

comme AID/APOBEC (Xue et al., 2016 ; Zhang et al., 2012). Un site abasique est ainsi généré 

et les acteurs de la voie de réparation BER interviennent comme APE1, XRCC1 … 

(Schuermann et al., 2016 ; Weber et al., 2016). XRCC1 est localisé dans le pronucleus mâle 

mais absent du pronucleus femelle (figure 40 ; Hajkova et al., 2010 ; Wossidlo et al., 2010). De 

plus, l’ADN méthyltransférase DNMT1 est exclue du noyau des embryons préimplantatoires 

(Hirasawa et al., 2008 ; Howell et al., 2001), induisant ainsi l’absence de méthylation de l’ADN 

juste après la fécondation. A partir du stade blastocyste, les cellules méthylent leur ADN, par 

intervention des ADN méthyltransférases de novo DNMT3A, 3B et 3L, en fonction de leur 

devenir et du sexe embryonnaire. 

Afin d’étudier l’importance de la 5hmC dans l’embryon, des équipes ont invalidé les 

gènes codant pour les Tet. Les souris invalidées pour Tet1 sont viables (Dawlaty et al., 2011) 

mais ont une petite taille à la naissance, démontrant un retard de croissance lors du 

développement embryonnaire. Ces souris sont également infertiles car Tet1 est indispensable 

lors de la méiose (Yamaguchi et al., 2012).  

L’invalidation de Tet2 ne conduit pas à des défauts lors du développement embryonnaire mais 

affecte l’hématopoïèse, en augmentant le stock de cellules progénitrices hématopoïétiques et la 

capacité d’auto-renouvellement des cellules souches. Des mutations de Tet2 ont été découvertes 

chez l’homme dans des cancers myéloïdes et des lymphomes (Delhommeau et al., 2009 ; 

Langemeijer et al., 2009 ; Tefferi et al., 2009).  

L’invalidation de Tet3 cause un arrêt du développement de la majorité des embryons (Gu et al., 

2011). En effet, ces souris présentent un retard dans l’activation des allèles paternels, essentiels 

au développement embryonnaire, tels que Nanog et Oct4 et une absence de la marque 5hmC 

causant une fécondité réduite et des défauts de développement chez les descendants.  



Figure 41 : Voies de déméthylation du génome. 
La cytosine est méthylée par les enzymes DNMT (DNA methyltransferases) en 5-méthylcytosines
(5mC). La déméthylation de l’ADN peut se faire par deux procédés soit de façon passive au cours
de la réplication du génome, soit de façon active par différents processus. Les enzymes TET (pour
ten-eleven translocase) oxydent la 5mC qui sera transformée en 5hmC (ou 5-
hydroxymethylcytosine), elle même sera oxydée par les TET en 5fC (5-formylcytosine) ou 5caC
(5-carboxycytosine). Ces marques seront transformées en cytosines (C) non méthylées par la voie
de réparation TDG/BER (thymidine DNA glycosylase - base excision repair). 5-hmU : 5-
hydrométhyluracile.
(Modifiée d’après Seisenberger et al., 2012)

N
H O

NH

O

BER

5fC5caC

5mCC

Thymine 5hmU

DNMT TET : oxydation

déaminationAID/APOBEC

TDG,MDB4

TDG,

SMUG

dé
ca

rb
ox

yl
ati

on

TDG

Passive

Passive

Pass
ive

Passi
ve

TDG

TET : oxydation

TET : oxydation

NO

NH2

N

NO

NH2

N
CH3

NO

NH2

N
CH3

OH

NO

NH2

N
CH3

O

OH

NO

NH2

N
CH2

O

N
H

O

NH
CH2

OH

O

5hmC



Introduction Bibliographique 
�

� ���

Une déficience combinée de Tet1 et Tet3 chez la souris entraîne une augmentation de la 

marque 5mC et une perte de 5hmC au stade huit cellules. Il apparaît chez ces embryons une 

baisse de l’expression de gènes intervenant dans la biosynthèse du cholestérol, et pour le peu 

d’embryons qui survivent, l’apparition d’une holoprosencéphalie (malformation cérébrale) 

associée à des troubles neurologiques (Kang et al., 2015).  

 

De plus, des analyses de séquençage à haut débit montrent que la 5hmC est enrichie sur 

les promoteurs de gènes avec des histones bivalentes (possédant les marques H3K27me3 et 

H3K4me3) et sur des régions enhancers (Branco et al., 2011 ; Pastor et al., 2011 ; Stroud et al., 

2011). Ces résultats suggèrent que la 5hmC est associée à la modulation de l’expression des 

gènes (Wu et al., 2011). Les transcrits alternativement épissés affichent une réduction de 5hmC 

sur les exons excisés par rapport aux exons constitutifs, ce qui suggère que la marque 5hmC 

peut jouer un rôle dans la production des isoformes des transcrits, notamment au sein des 

cellules neurales. Ces gènes codent pour des protéines spécifiques des synapses comme Gli3 

(Gli family zing finger 3) ou Cpm (carboxypeptidase M ; Khare et al., 2012).  

 

2.� Le maintien de la méthylation  

Certaines régions ne sont pas déméthylées dans le pronucleus mâle (les éléments 

transposables, les gènes à empreinte parentale, les séquences répétées et les IAPs ; Lane et al., 

2003). Un mécanisme commence à être évoqué, qui serait le même dans le pronucleus femelle, 

pour expliquer l’absence de déméthylation active dans ce pronucleus. La protéine Stella (ou 

PGC7) initialement identifiée dans les PGC, protégerait l’ADN de la déméthylation, 

notamment sur les loci à empreinte parentale paternelle (comme Rasgrf1). Ceci serait accompli 

en empêchant la fixation de la protéine TET3 et en maintenant la présence de la marque 

H3K9me2 mise en place durant la spermatogenèse, sur les DMR qui n’ont pas été soumises au 

remplacement des histones (Nakamura et al., 2007, 2012). L’invalidation du gène codant pour 

la protéine Stella conduit à un arrêt du développement de l’embryon associé à une perte de la 

5mC dans les pronuclei mâle et femelle (Nakamura et al., 2007).  

Deux autres protéines ont été identifiées pour protéger les DMR de la déméthylation : Zfp57 

une protéine à doigts de zinc de type KRAB, et Trim28. L’interaction de ces deux protéines, 

qui ciblent spécifiquement les DMR, induit le recrutement de complexes répressifs comme 

NuRD (Nucleosome Remodelling Deacetylase), SETDB1 (histone méthyltransférase) et les 

DNMT (Quenneville et al., 2011 ; Zuo et al., 2012). La perte de Trim28 est létale pour 
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l’embryon, en partie à cause de défauts dans l’expression des gènes à empreinte (Messerschmidt 

et al., 2012). La perte de Setdb1 conduit à une levée de la répression des rétrotransposons et à 

une augmentation des cassures double brins de l’ADN (Kim et al., 2016a).  

Cependant, des erreurs dans l’établissement de la méthylation de l’ADN des régions DMR 

peuvent être délétères pour le développement embryonnaire. La perte de cette méthylation 

résulte soit d’une délétion ou d’une mutation dans la séquence génomique (Horsthemke, 2014). 

Elle peut également être issue d’une disomie parentale c’est à dire de l’apport d’un chromosome 

uniquement d’un seul parent (Yamazawa et al., 2010). Ou bien encore d’une épimutation qui 

correspond à une altération de la méthylation sur la DMR ou d’un défaut dans les modifications 

post-traductionnelles des histones sur cette région (Delaval et al., 2006). Les altérations de la 

méthylation de l’ADN peuvent être dues à un défaut lors de la mise en place de la méthylation 

par les DNMT ou lors de l’effacement de la méthylation au cours du développement 

embryonnaire.  

Les facteurs environnementaux peuvent affecter les marques épigénétiques, notamment 

celles du spermatozoïde (pour revue voir Pacchierotti and Spanò, 2015). De façon similaire, 

l’utilisation des procédures de PMA peut affecter les marques épigénétiques de loci à empreinte 

parentale et altérer leur expression. En effet, plusieurs études ont rapporté un lien entre la PMA 

et des défauts d’empreintes parentales conduisant à une augmentation de l’incidence de 

syndromes comprenant les syndromes d’Angelman, de Prader-Willi, de Beckwith-Wiedmann 

(Chang et al., 2005), de Silver-Russell (Chopra et al., 2010) et de rétinoblastomes (Marees et 

al., 2009), chez les enfants conçus par PMA comparés à ceux nés de fécondations naturelles 

(Amor and Halliday, 2008 ; Iliadou et al., 2011a ; Kelley-Quon et al., 2013). Des enfants conçus 

par ICSI qui ont un syndrome de Beckwith-Wiedmann ou de Silver-Russell présentent une 

hypométhylation du DMR Igf2/H19 (Chang et al., 2005 ; Chopra et al., 2010). 

 

b.� Le rôle des histones paternelles 

Comme nous avons pu le voir, les histones jouent un rôle important dans la régulation de 

la chromatine des cellules somatiques mais aussi germinales. Les histones (canoniques et 

variants) qui persistent dans le noyau spermatique ne sont pas toutes remplacées, après la 

fécondation et jouent donc un rôle dans le développement embryonnaire (cf. chapitre suivant). 

Deux à quatre heures après la fécondation, dans le pronucleus mâle, les protamines sont 

remplacées par les histones canoniques H3 et H4 qui sont hyperacétylées permettant une 
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conformation ouverte de la chromatine pour la future transcription des gènes du développement 

(Santos et al., 2005 ; Sarmento et al., 2004). En plus des modifications post-traductionnelles 

caractérisées sur les histones persistantes (cf. § II.A.b.4. histones persistantes), le pronucleus 

mâle conserve des marques propres telles que H4K5ac, H4K16ac et H3K27ac empêchant 

notamment la méthylation de la lysine du site H3K27 et donc permettant l’expression de gènes 

importants pour le développement embryonnaire (Hayashi-Takanaka et al., 2011). La marque 

H3K4me est notamment très importante pour le développement embryonnaire. En effet, 

H3K4me est essentielle pour l’activation des gènes zygotiques dans le pronucleus mâle qui est 

nécessaire pour le développement préimplantatoire (Aoshima et al., 2015). L’absence de cette 

marque conduit à un arrêt de développement.  

 

1.� L’histone H1  

Le domaine carboxy-terminal de l’histone H1 a été montré pour interagir directement 

avec les ADN méthyltransférases DNMT1 et DNMT3B mais pas avec DNMT3A (Yang et al., 

2013b). Parallèlement à l’enrichissement en histone H1, nous observons le recrutement de 

DNMT1 et DNMT3B sur les gènes à empreinte parentale H19 et Gtl2 dans les cellules ES 

suggérant que l’histone H1 peut participer à la mise sous silence des gènes via des mécanismes 

indépendants de la compaction durant le développement préimplantatoire (Yang et al., 2013b). 

L’histone H1 est également modifiée de façon covalente par phosphorylation, méthylation et 

acétylation sur ses queues amino- et carboxy- terminales, et dans son domaine fold (Izzo and 

Schneider, 2016). Cependant, la fonction et l’effet de ces modifications post-traductionnelles 

dans le développement embryonnaire ne sont pas encore définis.  

 

2.� Les variants H2A 

Les variants H2AL1/2, qui sont enrichis dans les régions hétérochromatiennes, 

disparaissent rapidement après la fécondation chez la souris (Wu et al., 2008). Le variant 

γH2A.X est retrouvé activement incorporé dans les pronuclei mâle et femelle peu après la 

fécondation, et est maintenu dans les embryons à deux et quatre cellules, pour permettre la 

réparation des cassures d’ADN, avant de décroître au stade morula et blastocyste (Nashun et 

al., 2010).  

 



Figure 42 : Effets de l’injection de l’inhibiteur de miR-34c sur le développement d’embryons
murins.
L’injection de l’inhibiteur de miR-34c supprime le développement du zygote (n=5). Le pourcentage de
développement est basé sur le nombre d’embryons au stade une cellule. Il y a une diminution
significative dans le nombre d’embryons au stade deux cellules, quatre cellules, morula et blastocystes
chez les zygotes injectés par l’inhibiteur de miR-34c. Chaque donnée de points représente plus de 200
embryons (A).
L’inhibiteur de miR-34c inhibe la fusion des pronuclei. Les pronuclei dans les zygotes injectés avec le
contrôle fusionnent et clivent 20h après l’injection (B).
Le pourcentage d’embryons ayant le signal de BrdU est significativement plus faible après l’injection
de l’inhibiteur de miR-34c qu’après l’injection du contrôle (n= 3 ; C). *p<0.05 comparé au contrôle.
(Modifiée d’après Liu et al., 2012)

Inhibiteur miR-34cSans Inhibiteur Contrôle Inhibiteur
miR-34c

Po
ur

ce
nt

ag
e

de
 d

év
el

op
pe

m
en

t

A. B.

Po
ur

ce
nt

ag
e

de
 

zy
go

te
s a

ve
c 

sig
na

l 
B

rd
U

C. 100

80

60

40

20

0



Introduction Bibliographique 
�

� ���

3.� Les variants H3  

Alors que l’histone H3.3 maternelle est incorporée dans le génome au niveau de 

l’euchromatine durant l’ovogenèse, elle est retirée en même temps que l’histone H4 du 

pronucleus maternel à la fécondation (Akiyama et al., 2011). Le génome paternel acquiert 

l’histone H3.3 mais pas les histones H3.1 ni H3.2. En effet, quatre heures après la fécondation, 

le pronucleus mâle nouvellement formé apparaît porter seulement des nucléosomes contenant 

H3.3, tandis que le pronucleus femelle ne porte aucune histone H3.3 (Akiyama et al., 2011 ; 

Santenard et al., 2010). Au stade une cellule, l’histone H3.3 est déposée sur les deux pronuclei 

bien que l’asymétrie soit maintenue dans le pronucleus mâle sur les régions péri-

centromériques. H3.3 permettrait l’expression de régions dites satellites proches des régions 

péri-centromériques supposées jouer un rôle critique dans la formation de l’hétérochromatine 

et le développement embryonnaire (Akiyama et al., 2011 ; Probst et al., 2010). La présence 

d’H3.3 sur l’euchromatine et l’hétérochromatine n’est détectée qu’au stade deux cellules (Orsi 

et al., 2009). De plus, l'embryon doit réarranger les régions paternelles (hétérochromatine et 

euchromatine) du pronucleus pour former un génome embryonnaire fonctionnel après la 

fécondation (Probst et al., 2010 ; van de Werken et al., 2014). La voie impliquée dans ce 

processus est complètement différente entre les embryons humains et murins. Chez l'homme, 

l'hétérochromatine constitutive (cHC) du pronucleus paternel est établie par la voie H3K9/HP1 

maternelle qui reconnaît les marques portées par la cHC canonique (H3K9Me3 et H4K20me3) 

sur le génome paternel. Dans l'embryon de souris, l'hétérochromatine paternelle spermatique 

est dépourvue de marques d'hétérochromatine canonique et est principalement établie par 

l'action des protéines du groupe Polycomb PRC1/2 (Casanova et al., 2013 ; van der Heijden et 

al., 2006 ; Probst et al., 2010 ; van de Werken et al., 2014).  

 

c.� Le rôle des ARN spermatiques 

Depuis la découverte de la transmission d’ARNm et d’ARNnc par le spermatozoïde à 

l’embryon après fécondation, des études ont été réalisées pour connaître l’impact et le rôle de 

ces ARNnc dans le développement embryonnaire. Un miARN spécifique de la lignée germinale 

mâle (spermatozoïde) est retrouvé dans le zygote après la fécondation : miR-34c. L’injection 

d’un inhibiteur de miR-34c dans l’ovocyte induit un arrêt de la division cellulaire embryonnaire 

(à la première division ; Liu et al., 2012). miR-34c interviendrait dans la régulation, par 

inhibition, de l’expression du gène Blc2 (ou B-cell leukemia/lymphoma 2) qui possède une 

fonction anti-proliférative (figure 42). 



Figure 43 : Dynamique de la reprogrammation de l'épigénome du pronucleus paternel
Après la fécondation dans un embryon à une cellule, le noyau paternel subi de nombreux remodelages.
Tout d'abord, les protamines sont remplacées par des histones issues de la mère. Différents variants
d'histones sont également supprimés par une histone canonique ou un autre variant. La majorité de la
méthylcytosine sera effacée pour l’acquisition de la totipotence cellulaire, par deux processus: la
réparation TET-TDG-BER pour réformer une cytosine non méthylée ou par la voie AID/APOBEC qui
convertie la 5-méthylcytosine en thymine par le système BER et répare le mésappariement (TG) en
cytosine non-méthylée. Néanmoins, certaines régions doivent être protégées de la déméthylation de l'ADN
(séquences répétées, régions à empreinte parentale ICR ...) grâce à la présence de la protéine Stella et
H3K9me2.
AID/APOBEC: cytidine déaminase ; APE: Apurinic/Apyrimidic endonucléase ; BER: Base excision
repair ; C: cytosine ; G: guanine ; GSH: Glutathione ; 5m: 5-méthylcytosine ; 5hm: 5-
hydroxymeéhylcytosine ; 5f: 5-formylcytosine ; 5-caC: 5-carboxycytosine ; ICR : Imprinting control
region ; Lig: Ligase ; MAR: Matrix attachment region ; Pol: Polymérase; Prm: Protamine; MPT:
modifications post-traductionnelles ; S-S : ponts disulfures ; TDG: Thymine DNA glycosylase ; TET: Ten
eleven translocation ; XRCC1: X-ray repair cross-complementing protein 1
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De plus, certaines études montrent un lien entre la méthylation de l'ADN et les ARNnc. 

En effet, l'expression des ARNm de DNMT3 A et B est régulée négativement par miR-29b 

dans des embryons précoces de souris. Les modifications de l'activité du miR-29b pourraient 

induire des changements des niveaux de méthylation de l'ADN dans les embryons pré-

implantatoires de souris et conduire à un arrêt du développement (Zhang et al., 2015).  

Des spermatozoïdes issus de souris invalidées pour Dicer ou Drosha, présentant donc 

une biogenèse des miARN/endo-siARN altérée, injectés dans des ovocytes de souris sauvages, 

montrent l’importance des miARN/endo-siARN spermatiques dans le développement 

préimplantatoire. Nous observons notamment une dérégulation de l’expression des gènes dans 

l’embryon pré-implantatoire. Le phénotype de ces embryons peut être sauvé, dans leur 

développement, par l’injection d’un pool d’ARN spermatique de souris sauvages (Yuan et al., 

2016).  

 

Toutes ces études montrent l’importance de l’épigénome spermatique dans le développement 

embryonnaire (figure 43) mais récemment des équipes ont cherché à comprendre le rôle de 

l’épigénome spermatique au-delà du développement embryonnaire, sur la santé du futur 

individu et de sa descendance. 

 

d.� L’épigénome et effets transgénérationnels  

De récentes études suggèrent que l’épigénome paternel est responsable de la 

transmission de pathologies aux générations suivantes, un phénomène appelé épigénétique 

transgénérationnelle. Cette hérédité implique la transmission de l’épigénome via la lignée 

germinale aux générations suivantes. Au départ, les parents (génération F0) subissent un stress 

environnemental tel qu’un stress nutritionnel (régime riche en graisse ou faible en protéines), 

un stress psychologique, une exposition à des toxines ou à des médicaments, mais également 

des mutations dans les gènes codant pour les acteurs de la régulation épigénétique (comme 

décrit précédemment) modifiant ainsi l’épigénome paternel (Blake and Watson, 2016). En effet, 

de nombreuses équipes de recherche montrent que des souris mâles nourries avec des régimes 

déséquilibrés (faible teneur en protéines, richesse en graisse, déficience en folate) entraînent 

l’apparition de troubles métaboliques et notent des changements dans l’épigénome spermatique 

dans la descendance (Carone et al., 2010 ; Fullston et al., 2013 ; Mejos et al., 2013 ; Ng et al., 

2010 ; Wei et al., 2014). Dans la descendance, la méthylation de l’ADN des régions régulatrices 

de gènes impliqués dans le métabolisme comme l’homéostasie du glucose et du cholestérol est 

modifiée (Carone et al., 2010 ; Fullston et al., 2013 ; Ng et al., 2010). L’étude de Ng rapporte 



Figure 44 : Effets transgénérationnels au travers des ARN spermatiques.
Des souris mâles C57Bl/6 âgées de trois semaines sont divisées en trois groupes. Un groupe (F0-
SD) qui est nourri avec un régime standard (SD) et les autres avec un régime riche en graisse
(WD). A l’âge de 16 semaines, elles sont croisées avec des femelles qui ont été nourries au
régime standard. La descendance F1 en résultant est également nourrie au régime standard. Les
ARN des spermatozoïdes sont extraits de mâles nourris avec le régime standard ou riche et sont
injectés dans des ovocytes fécondés C57Bl/6 collectés après une ovulation normale. Après la
réimplantation chez des mères, la moitié des ovocytes se développe normalement (désigné
comme la génération R1). Toutes les souris sont nourries avec le régime standard hormis pour les
mâles F0.
Ici, ils montrent que la micro-injection d’ARN spermatique de souris mâles nourries avec une
régime riche dans des embryons une cellule conduit à l’établissement d’un phénotype
métabolique dans la descendance induit par le régime paternel tandis que avec des ARN de souris
contrôles (régime standard) n’induisent pas de phénotype.
(D’après Grandjean et al., 2015).
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une altération de l’homéostasie du glucose chez les souriceaux femelles issus de souris mâles 

nourries avec un régime riche en graisse. L’analyse transcriptomique de ces souriceaux montre 

une altération de l’expression des gènes dans les tissus adipeux rétro-péritonéaux et les îlots 

pancréatiques, c’est-à-dire les tissus intervenant dans la régulation métabolique. La méthylation 

de l’ADN du promoteur du gène interleukin 13 receptor subunit alpha 2 (Il13ra2) est également 

modifiée (Ng et al., 2010, 2014).  

Un régime faible en protéines consommé par des souris mâles entraîne, dans la 

descendance, une augmentation de la méthylation de l’ADN de séquences régulatrices de gènes 

impliqués dans la voie de biosynthèse des lipides et du cholestérol comme Pparα (Carone et 

al., 2010). Néanmoins, les auteurs ne notent aucune modification de la méthylation de l’ADN 

des gènes à empreinte parentale dans la descendance, ni dans le profil de méthylation de l’ADN 

spermatique entre les souris nourries ou non avec le régime faible en protéines. De façon 

contradictoire, d’autres études démontrent qu’un stress alimentaire modifie le profil de 

méthylation de l’ADN spermatique notamment sur les gènes du phosphatidylinositol (PI) de la 

voie de régulation de l’insuline (Wei et al., 2013). De futures études sont donc indispensables 

pour confirmer si un stress environnemental peut induire un changement de l’épigénome 

spermatique et pour comprendre son impact sur la descendance.  

De même que chez la souris, il est rapporté qu’un homme subissant un stress 

environnemental peut transmettre des troubles métaboliques à sa descendance. Par exemple, 

des pères présentant une hypométhylation des DMR de gènes tels que MEST ou PEG3 

(paternally expressed gene 3, intervenant dans la prolifération cellulaire) transmettent des 

maladies chroniques métaboliques à la descendance (Jirtle and Skinner, 2007 ; Murphy and 

Jirtle, 2003 ; Soubry et al., 2013, 2015). 

Outre le profil de méthylation spermatique, d’autres études se sont intéressées à l’impact 

de modifications des autres acteurs épigénétiques paternels (histones persistantes, pool d’ARN) 

sur la descendance. Néanmoins, il existe peu d’études sur le lien entre modifications post-

traductionnelles des histones persistantes spermatiques et héritage transgénérationnel. Une 

étude consistant en l’administration de cocaïne à des rats mâles, montre une augmentation de 

l’acétylation de l’histone H3 sur le promoteur du gène Bdnf (Brain-Derived Neurotrophic 

Factor) dans le spermatozoïde et la descendance. Néanmoins, les auteurs ne notent pas d’effet 

transgénérationnel car cette hyperacétylation ne se retrouve pas transmise sur plusieurs 

générations (Vassoler et al., 2013).  



Figure 45 : Phénotype des fœtus issus du croisement femelle sauvage avec des mâles Gpx5-/-.
L‘ensemble des dommages oxydants dans l‘épididyme des souris invalidées pour le gène Gpx5
(Gpx5-/-) a des conséquences sur leur descendance. En effet, on observe une augmentation des
malformations des fœtus lors des croisements de souris mâles Gpx5-/- âgées de plus d‘un an avec
des souris femelles sauvages. Certaines de ces malformations sont visibles sur les photographies,
où un embryon normal est entouré en rouge.
(D’après Chabory et al., 2009).

Figure 46 : ADN spermatique oxydé des spermatozoïdes issus de mâles Gpx5-/- .
Immunodétection de la guanine oxydée (8-OHdG) sur les spermatozoïdes des queues
d’épididyme issues de souris mâles sauvages (WT) et Gpx5-/- âgées de 6 mois. Observation
d’une coloration brune qui marque l’oxydation de l’ADN chez les souris Gpx5-/- et qui se
localise en périphérie et basale du noyau spermatique.
(Modifiée d’après Chabory et al., 2009).

WT Gpx5-/-

Anticorps anti-8-OHdG
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Plusieurs études menées ces dernières années ont suggéré que les ARNnc spermatiques 

pouvaient également influencer le développement embryonnaire. Par exemple, un stress 

nutritionnel chez des rongeurs (régime riche en matière graisse) modifie le pool en miARN 

spermatiques et entraîne des anomalies métaboliques dans les générations suivantes (Fullston 

et al., 2013). Deux autres études ont montré qu’un régime protéique modifié (augmentation ou 

diminution de la teneur en protéines) administré à des souris mâles conduit à une augmentation 

de la quantité d’une famille d’ARNnc, les ARNt fragmentés spermatiques qui sont des ARN 

dérivés des ARNt (ou tRF ; Chen et al., 2016 ; Grandjean et al., 2015 ; Sharma et al., 2016). 

Les auteurs constatent également des troubles métaboliques dans la descendance. Un phénotype 

identique est observé en injectant des ARN spermatiques récupérés chez des mâles en condition 

de stress, dans des embryons issus de parents n’ayant subi aucun stress (figure 44), établissant 

ainsi la relation entre les ARNnc et le phénotype (Gapp et al., 2014). Ces ARNnc pourraient 

provenir du pool d’ARN apportés par les épididymosomes (Reilly et al., 2016 ; Sharma et al., 

2016). De plus, ces ARNnc pourraient être le lien entre le stress environnemental subi par le 

père et les modifications du profil de méthylation de la cytosine dans la descendance, sans 

modification de la méthylation de l’ADN spermatique, sachant, qu’ils peuvent réguler la 

méthylation de l’ADN, comme évoqué précédemment. 

 

IV.� Les conséquences post-fécondation des dommages oxydants sur le noyau 

spermatique 

Comme nous avons pu le voir précédemment, la balance oxydante est importante dans 

l’épididyme pour finaliser la compaction du noyau paternel et garantir l’intégrité du noyau 

spermatique et donc du génome et de l’épigénome paternels qui seront transmis à la 

descendance à l’issue de la fécondation.  

Afin d’étudier l’impact du stress oxydant post-testiculaire sur l’intégrité du noyau 

spermatique, l’équipe a généré un modèle murin invalidé pour une enzyme antioxydante, la 

« glutathion peroxidase 5 » (ou Gpx5), créant ainsi un déséquilibre de la balance oxydante dans 

l’épididyme, lieu de maturation des spermatozoïdes (Aitken et al., 2009 ; Chabory et al., 2009). 

Le croisement de souris femelles sauvages (de fertilité avérée) âgées de deux mois, avec des 

mâles invalidés pour Gpx5 (Gpx5-/-) conduit à une diminution de la fertilité liée à une 

augmentation de la mortalité périnatale, à des avortements précoces et à des anomalies de 

développement (figure 45). Dans la queue de l’épididyme des souris Gpx5-/-, une augmentation 

de l’activité enzymatique de recyclage de l’H2O2 a été observée, via la stimulation de 



H38-OHdG

Figure 47 : Immunofluorescence sur l’oxydation de l’ADN des spermatozoïdes de souris
Gpx5-/-.
A. Immunofluorescence de la guanine oxydée (8-OHdG) sur les spermatozoïdes des souris
Gpx5-/-, observée au microscope confocale. Echelle (ligne blanche) : 5 µm.
B. L’immunofluorescence réalisée sur ces spermatozoïdes montre que dans les halos on
retrouve le marquage de l’histone H3 (rouge). L’oxydation de l’ADN (8-OHdG ; vert) est liée
aux histones persistantes attachées à la matrice nucléaire. Hoechst (bleu) : noyau. Echelle
(ligne blanche) : 5 µm.
(Modifiée d’après Noblanc et al., 2013).
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A

Figure 48 : Cartographie du génome représentant le nombre de hotspots d’oxydation.
Chaque barre rouge représente un hotspot d’oxydation, obtenu après immunoprécipitation
avec l’anticorps 8-OHdG, c’est-à-dire une région d’un million de paires de bases qui est mille
fois plus oxydée chez les spermatozoïdes des souris Gpx5-/- comparée aux souris sauvages.
Les chromosomes sont représentés selon leur taille. On note que le chromosome 19 et la
région péri-centromérique du chromosome Y sont particulièrement touchés par l’oxydation.
(Modifiée d’après Kocer et al., 2015).
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l’expression d’autres enzymes GPx exprimées dans ce tissu (Gpx1, 3, et 4 en l’occurrence) ainsi 

que par l’augmentation de l’expression de la catalase et de la GST. Ainsi, la perte de Gpx5 dans 

la lumière de l’épididyme provoque un stress oxydant luminal attribué à un défaut de recyclage 

de l’H2O2, que l’épithélium tente de réguler en augmentant la production des autres enzymes 

antioxydantes locales (Chabory et al., 2009).  

 L’analyse des spermatozoïdes épididymaires des souris Gpx5-/- n’a montré aucune 

altération structurelle (morphologie normale) ni fonctionnelle (mobilité et aptitude à féconder 

normales). Néanmoins, nous observons une augmentation des dommages oxydants nucléaires 

des gamètes, identifiés par immunofluorescence en utilisant un anticorps anti-8-OHdG qui 

reconnaît les guanines oxydées (figures 46, 47). Cette oxydation accrue est aussi visible au 

niveau de l’épithélium de la queue de l’épididyme où nous observons de même des noyaux 

oxydés. Cette situation s’accroît avec l’âge des mâles. Le fait que cette diminution de la fertilité 

et cette augmentation des défauts de la chromatine ne soient visibles qu’à partir d’un certain 

âge est probablement à relier au constat que les capacités antioxydantes des cellules et de 

l’organisme en général diminuent avec le vieillissement, limitant ainsi la compensation de la 

perte de Gpx5 (Chabory et al., 2009).  

 

Ces dommages oxydants à l’ADN, comme nous l’avons vu, peuvent être à l’origine de 

mutations lors de la réparation de l’ADN paternel par l’ovocyte après la fécondation (cf. § 

II.C.b.3. Oxydation des acides nucléiques) ce qui pourrait expliquer pourquoi les souriceaux 

des mâles Gpx5-/- ayant fécondé des souris femelles normales présentent une mortalité 

périnatale et des problèmes de développement embryonnaire. En analysant de façon plus 

précise les dommages oxydants au noyau spermatique, par immunofluorescence (anticorps 

anti-8-OHdG), l’équipe a noté que les dommages étaient localisés aux régions basales et 

périphériques du noyau spermatique, en particulier au niveau des régions liées à la matrice 

nucléaire (figures 23, 46, 47 ; Noblanc et al., 2013).  

 

Une analyse par immunoprécipitation de l’ADN oxydé des spermatozoïdes Gpx5-/-, en 

utilisant l’anticorps anti-8-OHdG, a montré que les chromosomes murins ne sont pas affectés 

de façon homogène par l’oxydation (figure 48 ; Kocer et al., 2015). En effet, les petits 

chromosomes tels que les autosomes 17 à 19 ou le chromosome sexuel Y sont particulièrement 

touchés par l’oxydation dans les spermatozoïdes de souris (figure 46).  

 



Figure 49 : Distribution des variants d’histones H3 entre les chromosomes murins.
Graphique montrant la densité des régions ADN associées à H3.3 (gris foncé) ou celles
associées à H3.2/H3.1 (gris pâle) par mégabases sur le chromosome. La surface en points
représente la taille des chromosomes en mégabases (Mb). Chr : Chromosome.
(Modifiée d’après Kocer et al., 2015).
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Figure 50 : Corrélation des séquences oxydées avec les séquences répétées.
Schéma représentant l’enrichissement de séquences répétées type SINE (ligne bleue) et de type
LINE (ligne rouge) au centre des séquences oxydées des spermatozoïdes Gpx5-/-. L’axe des
ordonnées (Y) indique le nombre de corrélations et l’axe des abscisses (X) montre la distance
en pb du centre des séquences oxydées (arbitrairement définie à 0). Pour les séquences de type
SINE (ligne bleue), deux pics apparaissent autour de 200 pb du centre. Les régions oxydées ont
une taille de 400 pb suggérant que les séquences oxydées encadrent de chaque côté des régions
SINE. Par contre, les séquences de type LINE, sont inversement corrélées aux séquences
oxydées. Le tableau indique le nombre de séquences oxydées et le pourcentage de séquences
LINE ou SINE correspondantes. Nb : Nombre ; pb : paires de bases
(Modifiée d’après Kocer et al., 2015).
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Deux hypothèses non exclusives pour expliquer cette différence d’oxydation entre les 

chromosomes pourraient être :  

-� les plus petits chromosomes seraient plus riches en nucléosomes que les grands, donc 

moins condensés, et par voie de conséquence plus susceptibles d’être altérés.  

-� les chromosomes les plus petits pourraient être localisés dans les régions plus 

accessibles aux agressions oxydantes (en périphérie et/ou en région basale du noyau 

spermatique, proche d’une source importante d’espèces oxygénées réactives 

représentée par les mitochondries de la pièce intermédiaire ; Noblanc et al., 2013).  

Suite aux travaux d’Erkek (Erkek et al., 2013) et à l’analyse bio-informatique des 

séquences oxydées immunoprécipitées (Kocer et al., 2015), nous avons démontré que les 

chromosomes ne présentent globalement pas de différence de densité en nucléosomes à 

l’exception du chromosome Y qui effectivement comporte plus d’histones que les autres 

chromosomes (figure 49). Ainsi, c’est en majorité le positionnement des chromosomes dans le 

noyau spermatique qui permettrait d’expliquer cette différence de susceptibilité vis-à-vis de 

l’oxydation. L’analyse bio-informatique conduite dans l’étude de Kocer et al., 2015 fait 

ressortir également une forte corrélation des séquences oxydées avec des séquences répétées de 

type SINE (short interspersed repeat elements ; figure 50). Dans les cellules somatiques, les 

SINE possèdent de nombreuses fonctions dans : l’épissage alternatif, la liaison de facteurs de 

transcription, la régulation de la méthylation et de la structure de la chromatine (Dixon et al., 

2012 ; Ichiyanagi, 2013). De plus, les SINE sont retrouvés associés aux nucléosomes 

(Ichiyanagi, 2013) et enrichis au niveau de régions MAR (Tikhonov et al., 2001). Dans le 

spermatozoïde mature, les SINE sont également retrouvés sur des régions qui ne sont pas 

méthylées, ce qui est en accord avec l’analyse bio-informatique des régions oxydées. En effet, 

il a été montré qu’il n’y a pas de corrélation entre les séquences oxydées et les régions CpG 

(Molaro et al., 2011).  
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Les souris générées au laboratoire invalidées pour le gène Gpx5 (Gpx5-/-) ainsi que les souris 

invalidées à la fois pour Sngpx4 et Gpx5 (Sngpx4;Gpx5-/- ou DKO) constituent des modèles 

intéressant pour étudier l’impact du stress oxydant sur l’intégrité à la fois du génome et de 

l’épigénome du spermatozoïde murin.  

Mon projet de recherche durant ma thèse a été organisé autour de plusieurs questions 

fondamentales qui ont consisté à :  

 

� Comprendre l’organisation tridimensionnelle des chromosomes du spermatozoïde 

murin afin de vérifier si la position des chromosomes dans le noyau spermatique murin 

permettait d’expliquer la différence de susceptibilité à l’oxydation notée entre les 

chromosomes. En effet, à la suite de l’analyse bio-informatique des séquences oxydées, 

les petits chromosomes ont été trouvés plus affectés par l’oxydation sans pour autant 

contenir plus de nucléosomes que les grands. Comme l’oxydation de l’ADN 

spermatique semblait être restreinte à la périphérie et à la région basale du noyau 

spermatique il m’a été demandé de vérifier expérimentalement cette hypothèse.  

 

� Mettre au point une approche d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

spermatique murine associée aux histones persistantes afin de séparer les séquences 

nucléosomales liées ou non à la matrice nucléaire et d’identifier les gènes retrouvés dans 

chaque fraction. Effectivement, plusieurs approches de ChIP avec des anticorps anti-

histones sur la chromatine spermatique murine et humaine ont permis déjà d’identifier 

certains gènes liés à ces histones spermatiques. Néanmoins, la vision n’est que partielle 

puisqu’une partie des histones persistantes dans le noyau spermatique est solidement 

attachée à la matrice nucléaire et donc de fait exclue des protocoles classiques de ChIP.  

 

� Étudier si un stress oxydant épididymaire peut altérer le méthylome spermatique et 

conduire à une déméthylation anormale du pronucleus mâle après la fécondation. Le 

méthylome spermatique qui est caractérisé par un taux important de 5-méthylcytosine 

(5mC) va subir, après la fécondation, une déméthylation par l’action d’une enzyme TET 

oxydant la 5mC en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC). Néanmoins, certaines régions 

devront être protégées de cette déméthylation comme les régions portant les gènes à 

empreinte parentale et les séquences répétées (type SINE, LINE…). Ainsi, des 

perturbations du méthylome spermatique dans ces régions pourraient conduire à des 

situations d’infertilité et/ou entraîner des défauts de développement embryonnaire. En 
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effet, il est envisageable qu’en cas de stress oxydant au niveau épididymaire, la 5mC 

puisse subir une oxydation spontanée dans des régions qui normalement ne sont pas 

ciblées par l’activité TET pouvant induire une déméthylation anormale de ces régions 

après la fécondation et conduire à des défauts de développement embryonnaire.  

 

Dans un prolongement plus clinique, j’ai pu dans le cours de ma thèse participer à une 

étude dont le but a été de tester l’éventuel effet bénéfique d’une supplémentation orale 

antioxydante sur le niveau d’altérations du noyau spermatique en utilisant les modèles murins 

du laboratoire dans une approche préclinique. L’équipe a ainsi été sollicitée pour tester un 

mélange d’antioxydants commercialisée sous le nom de Fertilix® par la société CellOxess LLC 

(Pennington, New Jersey, États-Unis). En effet, comme nous avons pu le voir le génome 

spermatique se retrouve modifié en présence d’un stress oxydant épididymaire. Or, dans le 

modèle Gpx5-/-, il est observé dans les premiers mois de la souris, une augmentation de l’activité 

enzymatique antioxydante épididymaire afin de pallier l’absence de Gpx5 (Chabory et al., 

2009). A partir de ce constat, il était intéressant de voir si un apport exogène d’antioxydants 

pouvait permettre de compenser l’absence de Gpx5 et rétablir l’équilibre redox au niveau 

épididymaire afin de protéger le génome paternel du stress oxydant. La littérature foisonne 

d’essais de supplémentation orale antioxydante chez l’homme mais dont l’efficacité reste 

encore très controversée pour des raisons qui seront exposées plus loin (pour revue voir 

Gharagozloo and Aitken, 2011). L’apport du modèle murin dans un contexte préclinique est 

important car il permet de s’affranchir d’un certain nombre de paramètres qui biaisent les 

interprétations réalisées avec des cohortes de patients. Par ailleurs, dans cette abondante 

littérature, aucune étude ne s’est intéressée à évaluer l’impact d’une telle supplémentation 

antioxydante sur le niveau d’oxydation de l’ADN spermatique, un critère important de 

l’intégrité nucléaire et de la réussite de la fécondation et du développement du futur embryon.
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Figure 51 : L’organisation des allèles sauvages et invalidés des gènes codant pour SNGPx4 et
GPx5
Les deux gènes invalidés chez les souris DKO, Gpx4 (A) et Gpx5 (B), sont ici représentés à
l’échelle. Les exons sont colorés en bleus et les séquences ajoutées (A) en vertes ou excisées (B) en
violet. La position et le sens des amorces (F, R1 et R2) sont indiquées par des flèches rouges sur
chaque allèle de chaque gène.
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I.� Les Animaux  

A.�  Hébergement 

Les souris utilisées lors de cette étude sont élevées en conditions environnementales 

contrôlées au sein d’une animalerie habilitée : la température ambiante est maintenue constante 

à 22°C et l’éclairage consiste en une alternance de périodes de lumière et d’obscurité de 12 

heures (h). L’eau et la nourriture sont disponibles ad libitum. Elles sont nourries avec un régime 

d’entretien (Global diet, 2016, Harlan, Gannat, France), à l’exception des souris femelles 

gestantes et allaitantes (Global diet, 2018, Harlan, Gannat, France). 

 

B.� Modèles murins 

Les expérimentations sont réalisées sur des souris de souches C57Bl/6 de quatre 

génotypes différents (figure 51) : 

� Sauvages (wild type, WT) ; 

� Sngpx4-/-, invalidées pour l’isoforme spermatique nucléaire de GPx4 par insertion 

homozygote de la séquence du gène EGFP (enhanced green fluorescent protein) dans 

l’exon alternatif Ea du gène Gpx4 (Conrad et al., 2005) ; 

� Gpx5-/-, invalidées pour la protéine GPx5 par délétion homozygote de l’exon 2 du gène 

Gpx5 (Chabory et al., 2009) ; 

� Sngpx4;Gpx5-/-, appelées « double knock-out » (DKO), invalidées pour les protéines 

SNGPx4 et GPx5. 

 

C.� Génotypage  

a.� Extraction de l’ADN génomique 

L’ADN génomique des souris est obtenu à partir de tissus. Les tissus sont incubés 

pendant une nuit à 55°C dans du tampon de lyse (Tris 100 mM pH 8,5, EDTA 5 mM, NaCl 200 

mM, SDS 0,2 %, Protéinase K 0,08 mg/mL). Après une centrifugation de 10 minutes (min) à 

10 000xg, un volume de surnageant est prélevé puis additionné de 2 volumes d’éthanol absolu. 

Une agitation par inversion permet de former un précipité d’ADN qui est culoté par une 

centrifugation de 10 minutes à 10 000xg. Le surnageant est éliminé et l’ADN est séché à l’air 

libre. Il est ensuite solubilisé dans 100 μL d’eau bidistillée stérile, par une incubation d’une nuit 

à 4°C puis de 15 min à 55°C. Il peut alors être stocké à -20°C. 

 

 

 



Tableau 3 : Liste des primers utilisés pour les PCR
Pb : paires de bases ; Ta : température d’hybridation ; F : forward ; R : reverse

Gène cible Chromosome Séquence des amorces de 5' en 3' Taille (en pb) Ta

Sngpx4 Chr19
F–TCG-GCG-GCG-CCT-TGG-CTA-CCG-GC-TC

119
342 60°CR1–GGA-TCC-GCC-GCG-CTG-TCT-GCA-GCG-TCC-C

R2–TGA-AG-AAG-TCG-TGC-TGC-TTC-ATG-TGG

Gpx5 Chr13
F–GTG-TCT-GAG-AAT-CTA-GTC-CTA-GC

263
1468/278 60°CR1–GTG-ACA-GTT-TTC-TCA-GGG-GTT-GG

R2–CTG-CCT-TGT-GAA-GGT-TGA-CAG-G

Hox9 Chr6
F-GGA-GGG-AGG-GGA-GTA-ACA-AA

144 60°C
R-TCA-CCT-CGC-CTA-GTT-TCT-GG

Foxd3 Chr4
F-GGT-GCG-CCA-CGT-CTA-ATA-AC

102 60°C
R-GTC-GGA-AAT-GAG-GTG-GAA-AC

Gata6 Chr18
F- CTG-GAT-CCC-TCC-TCC-TTC-TC

154 60°C
R-TAC-TGC-TCT-GCC-GGA-AAA-CT

Bmp4 Chr14
F-GCC-ACC-CTT-TAA-ACC-AAT-CC

126 57°C
R-ACT-GCT-GCC-CAA-ACT-GAT-GA

Gpx1 Chr9
F-GTC-CAC-CGT-GTA-TGC-CTT-CT

217 62°C
R-CTC-CTG-GTG-TCC-GAA-CTG-AT

Gpx3 Chr11
F-TCG-GAG-ATA-CTC-CCC-AGT-C

211 58°C
R-AGT-TCC-AGC-GGA-TGT-CAT-GG

Gstπ Chr19
F-AGC-TTT-CAT-CGT-GGG-TGA-CC

187 59°C
R-GGG-ACG-GTT-CAC-ATG-TTC-CG

Prdx3 Chr19
F-CAG-ACA-TAC-TGT-GGT-CTG-CC

151 59°C
R-AAG-TCG-TCG-AGA-CTC-AGC-TC

Prdx6 Chr1
F-CAC-AGA-ACT-TGG-CAG-AGC-TG

219 59°C
R-TCG-ACT-GGA-TCC-AAC-ATG-CC

Txn1 Chr 4
F-TGG-TGA-AGC-TGA-TCG-AGA-GC

149 59°C
R-GGA-ATA-CTT-GTC-ACA-GAG-GG

Txnl1 Chr 18
F-ACT-GTG-GCA-TTC-AAT-CAG-CC

144 57°C
R-AGT-TGG-CTC-ACT-CCT-TTC-CG
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b.�  Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Pour établir la présence homozygote de l’allèle sauvage ou muté pour chacun des deux 

gènes chez chaque souris, des réactions de polymérisation en chaîne (PCR) indépendantes sont 

réalisées suivant le même protocole. L’ADN génomique (1 μL) est additionné de 2,5 mM de 

MgCl2, de 400 mM de dNTPs, de 400 nM de chacune des 2 amorces (forward/F et reverse/R ; 

tableau 3 ; figure 51) et de 1,25 U de GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega, USA) pour un 

volume final de 25 μL. Les réactions de polymérisation sont effectuées indépendamment dans 

un thermocycleur (Veriti, 96well Thermal Cycler, Applied Biosystems). 

L’analyse de la taille des produits de PCR est effectuée par l’électrophorèse de 12 μL 

d’échantillon sur gel d’agarose à 2 %, en présence de bromure d’éthidium (BET). Les résultats 

sont révélés sur un banc UV. 

 

c.� Traitements et manipulations  

1.� Traitement oral antioxydant  

Afin d’étudier l’effet d’une supplémentation antioxydante sur une infertilité masculine 

due à des dommages oxydants, des souris sauvages et Gpx5-/- de 12 mois sont soumises à un 

traitement oral antioxydant de 8 semaines. Ce traitement est un mélange de différents 

antioxydants nutraceutiques du nom de Fertilix®, produit par la société de biotechnologie 

CellOxess LLC (Pennington, New Jersey, USA). Il est administré aux souris dans leur eau de 

boisson (eau minérale naturelle Volvic®, Danone, France), disponible ad libitum, suivant le 

dosage recommandé par le fabricant qui est de 7,5 mg/souris/jour, lors de conditions normales 

d’élevage. Les biberons d’eau sont pesés toutes les semaines pour contrôler la prise de boisson. 

De façon à assurer une meilleure conservation du traitement, il est renouvelé une fois par 

semaine et les biberons sont masqués vis-à-vis de la lumière. 

 

2.� Test de fertilité  

Le test de fertilité a été réalisée en croisant des souris mâles des quatre lots de souris 

(WT et Gpx5-/- traitées ou non avec le Fertilix®) avec des femelles vierges de souche CD1, 

âgées de 6 à 7 semaines (Harlan, Gannat, France). Avant la mise en contact avec les mâles, les 

cycles sexuels des femelles ont été synchronisés. Le délai de conception, qui correspond au 

nombre de jours écoulés entre la mise en présence des souris mâles et femelles et la naissance 

des souriceaux, ainsi que le nombre de petits par portée ont été mesuré.  
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II.� Analyses  

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. 

 

A.� Tissulaires  

a.� Tissus 

Les tissus prélevés lors de la dissection (épididyme, testicule, foie...) sont 

immédiatement traités. Les tissus nécessaires à une future extraction de l’ARN ou des protéines 

sont placés dans des tubes stériles, congelés dans l’azote liquide, puis transférés à -80°C.  

 

b.� Dosage du malondialdéhyde (MDA)  

Afin de mesurer le niveau de peroxydation lipidique nous avons utilisé le kit TBARS 

Assay Kit (Cayman ; Réf : 10009055) comme décrit par le fournisseur. Brièvement, le plasma 

sanguin, le foie et la queue d’épididyme qui ont été récupérés sur chaque souris mâle avant 

sacrifice et congelés à -80°C, sont décongelés doucement sur la glace. Pour 100 µl d’échantillon 

(plasma ou tissus broyés) ajoutez 100 µl de la solution de SDS et 4 ml de réactif coloré, 

contenant de l’acide acétique, de l’acide thiobarbiturique et de l’hydroxyde de sodium selon les 

concentrations du fournisseur. Faire bouillir la solution pendant 1heure puis les incuber 10 min 

dans la glace et centrifuger les tubes à 1,600xg pendant 10 min à 4°C. Déposer en doublons 

pour chaque échantillon et pour la gamme standard de MDA, 150 µl par puits et lire 

l’absorbance à 530-540 nm. Calculer les valeurs de MDA pour chaque échantillon de la courbe 

standard et pour les échantillons testés.  

c.� PCR quantitative en temps réel  

Les animaux ont été sacrifiés, le foie, les testicules, les têtes et queues d’épididyme, ont 

été prélevés et une évaluation quantitative (par qRT-PCR) de l’accumulation des ARN 

messagers d’enzymes antioxydantes a été réalisée pour chacune des souris mâles des quatre lots 

(WT et Gpx5-/- traitées ou non avec le Fertilix®). Le foie étant l’organe de contrôle clé du 

métabolisme (détoxification) étant donné que notre supplémentation est administrée par voie 

orale, le testicule le lieu de production des spermatozoïdes et la queue d’épididyme étant 

l’organe de stockage des spermatozoïdes (figure 28). Les amorces choisies pour chacun des 

gènes sont identiques à celles utilisées par Noblanc en 2012 (tableau 3 ; Noblanc et al., 2012). 

 

 



Isolation du noyau – CTAB
15min à TA

Prétraitement de 
décondensation de la 

chromatine  
1h à 4°C 

Récupération des spermatozoïdes

Traitement de 
décondensation

1h à 4°C  

Sonication 5min (30’’ON + 30’’OFF) à 4°C

Centrifugation 

Séparation 
culot/Surnageant

Surnageant: Chormatine non 
liée à la matrice nucléaire

Digestion Mnase 10min à 37°C 

Culot:  Chormatine liée à la 
matrice nucléaire

EDTA 

Centrifugation 

Lyse membranaire 10min 
à 4°C 

Immunoprécipitation de la chromatine
avec les anticorps choisis 

Figure 52 : Protocole de séparation de la chromatine spermatique attachée ou non à la matrice
nucléaire.
CTAB : Cetyl trimethylammonium bromide ; EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid ; Mnase :

microccoccal nuclease ; TA : Température ambiante
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B.� Spermatiques  

a.� Immunoprécipitation de la chromatine 

Afin d’analyser les séquences génomiques liées aux histones et notamment aux variants 

d’histones, un protocole d’immunoprécipitation de la chromatine spermatique est réalisé. Mais 

à la différence des protocoles classiques d’extraction d’ADN spermatique (Hisano et al., 2013), 

ici nous avons développé une approche séparant l’ADN lié à la matrice nucléaire de l’ADN 

retrouvé dans les halos spermatiques (figures 23, 47 et 52 ; Noblanc et al., 2013). 

 

Les spermatozoïdes sont collectés à partir des queues d’épididyme (WT et Gpx5-/-), puis placées 

dans du milieu Tris-HCl pH8 à 50 mM.  

 

Après centrifugation à 720xg, 5 min, les spermatozoïdes sont re-suspendus dans un 

mélange de Tris-HCl à 50 mM pH8, PMSF 1mM et 1% de CTAB, à 4°C et vortexer 

régulièrement, afin de retirer les flagelles des spermatozoïdes qui contiennent les mitochondries 

localisées dans la pièce intermédiaire. Cette procédure évite d’avoir une contamination via 

l’ADN mitochondriale. Les culots sont ensuite lavés avec du Tris-HCl à 50 mM pH8, deux fois 

après centrifugation à 3000xg 5 min à 4°C. Les spermatozoïdes sont incubés 1h avec le milieu 

« prétraitement » (PBS 1X, 0.5% Triton X-100, 50 mM DTT, 1 mM PMSF, PI et 0,25 M LiCl) 

puis avec un milieu « traitement » (Tris-HCl 50 mM pH8, 0,3 M de sucrose, 1M KCl, 1M 

MgCl2, 1 mM DTT, 1 mM PMSF et PI) pour une durée et une température identique. Ces 

traitements vont décondenser la chromatine du noyau spermatique. Les différents tubes vont 

subir une sonication pendant 5 min. Après une centrifugation à 5000xg, 10 min à 4°C, les 

surnageants sont récupérés et les culots sont re-suspendus dans le tampon de lyse (Tris-HCl 50 

mM pH8, 1 mM PMSF, 10 mM KCl, 0.5% NP-40, 15 mM NaCl, 2 mM EDTA et PI) à 4°C, 

pour permettre de ne récupérer que la chromatine. Les surnageants et les culots sont digérés par 

la MNase (1000U, 88216, Thermofisher) après ajout de 2mM de CaCl2 ainsi que de 10mM de 

KCl dans les culots. Les tubes sont incubés 10 min à 37°C avec une agitation dans un 

thermomixer et la digestion est stoppée après ajout de 20 mM EDTA. Avant centrifugation à 

5000xg, 10 min à 4°C les tubes sont agités à 37°C pendant 30 min dans le thermomixer (1400 

rpm). Les surnageants de chaque tube sont récupérés et les culots sont conservés à -80°C dans 

une solution de Tris-HCl pH8 50 mM et 10 mM EDTA.  

Afin d’enlever l’affinité de la chromatine avec les billes, les échantillons sont mis en rotation 

lente avec 45 µl de billes (Pierce Protein A/G magnetic beads, Fisher Scientific, 78609) 

préalablement lavées, pendant 1h à 4°C.  



Tableau 4 : Les anticorps utilisés en ChIP, immunofluorescence et immunoblot
ChIP : Chromatin Immunoprecipitation ; Sl : immunoblot : HRP : horseradish peroxidase ; IF :
Immunofluorescence

Antigène Type Fournisseur Référence Dilution Hôte

8-OHdG Monoclonal 
(15A3) Novus Biologicals NB110-96878 IF : 1/500

SL : 1/1000 Souris

5mC Monoclonal
(33D3) Diagenode C15200081 IF, Sl : 1/250 Souris

5hmC Polyclonal Active Motif 39769 IF, Sl : 1/500 Lapin

Histone H3 Polyclonal Abcam ab1791 IF : 1/200 ; ChIP Lapin

Histone TH2B Polyclonal Abcam ab23913 IF : 1/100 ; ChIP Lapin 

Histone H2A.Z Polyclonal Abcam ab4174 IF : 1/250
ChIP Lapin

IgG Polyclonal Abcam ab37415 ChIP Lapin

IgG de souris
(HRP) Polyclonal PARIS anticorps BI 2413C Sl : 1/5000 Chèvre

IgG de lapin 
(HRP) Polyclonal PARIS anticorps BI 2413C Sl : 1/5000 Chèvre

IgG de souris
(Alexa) Polyclonal Molecular probes,

Invitrogen
A488 : A11017
A555 : A21425 IF : 1/1000 Chèvre

IgG de lapin 
(Alexa) Polyclonal Molecular probes,

Invitrogen
A488 : A11070
A555 : A21430 IF : 1/1000 Chèvre
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Sur un rack magnétique, les surnageants sont récupérés et séparés en différents tubes, 10% du 

volume pour l’input, 10 µl pour le western-blot et le volume restant pour 

l’immunoprécipitation. Les billes sont resuspendues dans du Tris-HCl 50 mM pH8 et EDTA 

10 mM et stockées à -80°C.  

 

Nous ajoutons 5 µg d’anticorps (tableau 4) au tube surnageant et culot (volume restant) 

et incubons toute la nuit à 4°C en rotation lente. Le lendemain, sur un rack magnétique, les 

surnageants sont jetés et les billes nettoyées deux fois avec une solution ‘’low salt’’ (20 mM de 

Tris-HCl pH8, 150 mM de NaCl, 0,1% de SDS, 1% de Triton X-100 et 2 mM EDTA), une fois 

avec la solution ‘’high salt’’ (20 mM de Tris-HCl pH8, 300 mM de NaCl, 0,1% de SDS, 1% 

de Triton X-100 et 2 mM EDTA), une solution de lithium (10 mM de Tris-HCl pH8, 0,25 M 

LiCl, 1% NP-40, 1% acide déoxycholique, 1 mM EDTA) et une solution de TE (Tris-HCl 50 

mM et EDTA 10 mM), afin de récupérer la chromatine immunoprécipitée.  

Les billes sont ensuite lavées avec une solution d’élution (TE, 1% SDS et 0,1 M NaHCO3) et 

agitées pendant 15 min dans le thermomixer à 25°C. Les billes sont ensuite stockées à -80°C 

dans une solution de TE. Les deux surnageants de chaque tube sont rassemblés en un seul tube 

et nous ajoutons, ainsi que dans les tubes inputs, 0,4 mg/ml de protéinase K et 1% de ß-

mercaptoéthanol avant une incubation à 65°C toute la nuit.  

 

Le lendemain, nous ajoutons un volume de phénol : chloroforme : alcool isoamylique 

(25 : 24 : 1) à chaque tube et nous mélangeons par inversion. Après une centrifugation de 

5100xg, 10 min à température ambiante (TA) nous récupèrons la phase aqueuse supérieure et 

nous répétons l’opération jusqu’à obtenir une interphase propre. Pour faire disparaître les traces 

de phénol nous ajoutons un volume de chloroforme : alcool isoamylique (25 : 1) et nous 

répétons jusqu’à également obtenir une interphase propre. L’ADN est ensuite précipité en 

ajoutant de l’acétate de sodium à pH 5,2 et deux volumes d’éthanol à 95% et par incubation 

toute la nuit à -20°C.  

 

Le lendemain, les tubes sont centrifugés à 5100xg pendant 5 min à température 

ambiante, le surnageant est éliminé et le culot lavé avec de l’éthanol à 70° pendant 5 min à 

température ambiante. Après une nouvelle centrifugation, les culots re-suspendus avec du TE 

et de la RNase A (20 µg/ml). La concentration et la pureté de l’ADN est mesurée par Nanodrop 

et par une quantification par fluorescence (SybrGold, S11494, Life technologies) en ng/µl. Les 

échantillons sont stockés à -80°C avant séquençage.  
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b.� Immunofluorescence  

La présence et la localisation nucléaire de la méthylation de l’ADN est déterminée par 

une immunofluorescence dans des conditions perméabilisantes sur les spermatozoïdes des 

souris WT et transgéniques. Les spermatozoïdes en suspension dans du milieu WH sont 

centrifugés pendant 5 min à 560xg, lavés avec du PBS 1X, avant d’être étalés sur lame 

Superfrost® (Menzel-Gläser, Allemagne), à raison de 200 000 spermatozoïdes/lame. Les lames 

sont séchées 1h à TA et incubées pendant 30 min à 4°C dans un milieu fixateur (4% de PFA) 

puis de nouveau séchées à TA pendant 1h. Les lames sont ensuite réhydratées par 2 bains 

successifs de 5 min dans du PBS 1X et perméabilisées dans du PBS 1X – Triton X-100 1%. 

Elles sont alors incubées avec un agent dénaturant, l’HCl 4N à 37°C puis lavées avec du PBS 

1X pendant 5 min. Un lavage avec du PBS 1X-Triton X-100 0,1% de 10 min est effectué avant 

la saturation d’1h dans un tampon de saturation PBS 1X-Triton X-100 0,1% BSA 1% et NGS 

1%. Les lames sont alors incubées avec l’anticorps primaire (tableau 4) dilué dans le tampon 

de saturation pendant une nuit à 4°C. Le lendemain, les lames sont lavées 3 fois dans du PBS 

1X, Triton X-100 1 %, puis incubées avec l’anticorps secondaire (tableau 4) dilué dans le 

tampon de saturation pendant 1h à TA. Elles subissent alors 2 lavages de 5 min dans du PBS 

1X et les noyaux sont repérés par du Hœchst. Les lames sont ensuite montées avec du PBS 

1X/glycérol (1 : 1), puis conservées à 4°C avant observation. Lors de la réalisation d’un double 

marquage en fluorescence, les deux anticorps primaires sont dilués dans le même tampon de 

saturation. Afin de détecter l’oxydation de l’ADN spermatique, nous procédons au protocole 

décrit dans (Noblanc et al., 2013). Les lames d’immunofluorescence sont observées avec un 

microscope confocale SPE (Leica Microsystems, Allemagne) avec un grossissement de x40. 

 

c.� Extraction ADN spermatique  

Les queues d’épididyme sont prélevées sur les souris des différents génotypes et les 

spermatozoïdes sont récupérés dans du Tris-HCl 50 mM pH8 à 37°C. Les tissus sont dilacérés 

afin de libérer les gamètes dans le milieu WH, dans lequel ils diffusent durant 15 min à 37°C. 

La suspension de spermatozoïdes est ensuite centrifugée à 760xg, 10 min puis le culot est lavé 

avec du Tris-HCl 50 mM à pH8. Le culot est ensuite incubé 15 min à TA avec du Tris-HCl 50 

mM pH8 et 1% de CTAB en agitant régulièrement pour retirer les flagelles de la tête 

spermatique. Les tubes sont ensuite centrifugés à 1020xg, 5 min et le culot est lavé avec du 

Tris-HCl 50 mM à pH8 et les échantillons sont incubés toute la nuit avec du tampon de lyse à 

55°C. Le lendemain, nous procédons comme indiqué précédemment pour récupérer l’ADN en 

utilisant une extraction phénol : chloroforme : alcool isoamylique. 
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Figure 53 : Description du protocole d’Epimark® permettant d’identifier les régions méthylées 5mC
et 5hmC.
PCR : Polymerase chain reaction (d’après NEB, EpiMark® 5-hmC and 5-mC Analysis Kit, #E3317S).
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d.� Immunoblot  

L’ADN purifié est dénaturé 5min à 95°C et est déposé sur une membrane de nylon 

chargée positivement Amersham Hybond-N+ (GE Healthcare Life Sciences). Chaque dépôt est 

à quantité égale d’ADN (100 ng, 50 ng et 10 ng). La membrane est alors séchée à l’air libre, 

puis l’ADN est hybridé de façon covalente à la membrane par une exposition de 1 min aux UV. 

La membrane est réhydratée dans une solution saline de tampon TBS (Tris-buffered saline, 

Tris-HCl 10 mM, pH 8, NaCl 150 mM) pendant 5 min puis lavée 10 min avec du TBS-Tween 

0.05%. Elle est saturée pendant 1h à TA dans du tampon de saturation (TBS 1X, 0,05% Tween 

20, 5 % RégilaitTM). La membrane est ensuite incubée pendant une nuit à 4°C en présence de 

l’anticorps primaire (tableau 4) dilué dans le tampon de saturation. Le lendemain, la membrane 

est lavée 3 fois pendant 5 min dans le tampon de saturation, puis elle est incubée pendant 1h à 

TA avec l’anticorps secondaire anti-IgG (tableau 4) couplé à une horseradish peroxidase (HRP) 

dilué dans le tampon de saturation. La membrane est lavée 3 fois pendant 10 min, dans le 

tampon TBS 1X – 0,05% Tween 20 et une fois dans le tampon TBS 1X. La membrane est 

révélée grâce au kit immobilon Western (Millipore) selon les instructions du fabricant et 

photographiée dans l’imageur MF-ChemiBIS 3.2 (DNR Bio-Imaging Systems Ltd.). 

L’immunoblot a été réalisé sur trois expériences différentes avec des lots différents d’ADN afin 

d’établir des quantifications de chacune des marques. L’image est une image représentative 

d’un immunoblot et la quantification a été réalisée sur les trois expériences et représentée en 

fold par rapport au WT.  

 

e.� Kit EpiMark®  

Pour analyser les régions génomiques potentiellement touchées par l’oxydation de la 

méthylcytosine dans le génome spermatique, nous avons utilisé le kit EpiMark® 5hmC et 5mC 

(NEB, #E3317S, Angleterre). Ce kit permet de convertir la 5hmC en 5hmC glycosylée (ou 5-

glucose-hydrométhylcytosine, 5ghmC) ce qui empêche la digestion du site CCGG dans le 

génome par les enzymes MspI et HpaII (figure 53). 10 µg d’ADN spermatique de chaque 

génotype de souris, est complété avec 80 µM d’UDP-glucose, NEBuffer4 1X et qsp 310 µl 

avec de l’eau bidistillée sans nucléases. La solution est ensuite divisée en deux tubes distincts, 

l’un ayant l’ajout de 3 µl d’eau bidistillée (contrôle) et un où nous ajoutons 30U de T4 ß-

glycosyltransférase. Les deux tubes sont incubés de 12 à 18h à 37°C. Chacun des deux tubes 

de 155 µl est ensuite divisé en trois tubes contenant 50 µl. Les tubes numérotés 1 à 3 sont issus 

du tube ayant reçu la T4 ß-glycosyltransférase et les tubes numérotés 4 à 6 sont issus du 

contrôle. Dans chaque tube 1 et 4 nous ajoutons 100U de l’enzyme MspI, dans les tubes 2 et 5 



Tableau 5 : Liste des primers utilisés pour l’Epimark®.
Pb : paires de bases ; Ta : température d’hybridation ; F : forward ; R : reverse.
SINE : Short Interspersed Nuclear Element ; LINE: Long Interspersed Nuclear Element.

Géne cible Chromosome Séquence des amorces de 5' en 3' Taille (en pb) Ta

Rasgfr1 Chr9
F-CCG-TGG-AGA-ATG-CCA-TTA-GC

107pb 60°C
R-GCT-TGT-GCT-CAC-AGG-TTA-GA

Dlk1 Chr12
F-TTC-CTT-CAG-CCA-CAG-TTC-CC

101pb 62°C
R-GGC-TAC-AGC-AGG-GAG-ACA-AG

H19 Chr7
F-GGC-ATA-GGT-GTC-CTG-CCT-TC

175pb 62°C
R-GGC-AGC-TGA-GGA-ATC-CTA-CA

Kcnq1 Chr7
F-CAC-TCA-CCT-TGG-GAC-TCG-AC

206pb 62°C
R-CTC-CAT-CTT-CGT-TTT-GCC-GC

Snrpn Chr7
F-AGG-TTG-TGA-CTG-GGA-ATC-CTG

228pb 50°C
R-TGC-AGC-GGC-AAC-AGA-ACT-TCT

Plagl1 Chr10
F-CGA-GGG-TGG-ATC-ATC-TCT-GTG

290pb 52°C
R-CCC-AGC-CCA-AGC-TGA-GTG-ACA-A

Igf2R Chr17
F-TAT-CGG-CCC-TCG-TGT-AGT-TC

238pb 62°C
R-GAG-GAT-TCC-ACG-CGT-TAG-AG

Impact Chr18
F-TGT-CAC-TCA-GCG-TTG-TCA-CAC-A

205pb 65°C
R-CTG-GGC-CTG-CTA-CGT-AGT-G

Tsix ChrX
F-GTC-CAT-GCT-CTG-TTC-CCC-TGG-GC

178pb 60°C
R-GTG-TGT-AGC-GCT-TGC-AGG-TAC

Xist ChrX
F-ATC-GTT-TGG-TGC-TGT-GTG-AG

496pb 60°C
R-ACA-AAG-ATT-GGG-CTG-TCG-AG

Igf2 Chr7
F-TTG-GCT-AGA-AGG-CGA-AAG-AA

243pb 60°C
R-AAG-TTC-CTC-GGG-TTG-TAG-GGG

Pwcr1 Chr7
F-ATG-CAG-GCT-GCT-GGT-AGA-GT

189pb 62°C
R-AAA-CTG-ACC-CGT-GAG-GTG-AC

Nespas Chr2
F-CCC-TCC-TCC-TTC-TGT-TGT-GA

229pb 60°C
R-ACC-CTG-CCC-AGG-AAT-AAT-CT

Grb10 Chr11
F-TGA-GTG-AGG-GAG-AAG-AAG-GA

337pb 60°C
R-TTT-CTC-AGC-CTC-AGT-TTC-GC

SINE Chr19
F-TTT-GAC-TGG-CCT-TTC-TTT-CC

164pb 65°C
R-AGG-TAG-GTG-CCC-AGG-ACT-GG

SINE ChrX
F-GAC-CAC-TTA-ACT-CAG-GGC-CAC-C

153pb 52°C
R-TAC-AGC-CTG-TGA-GAA-GCA-GAC-G

SINE Chr7
F-CAC-ACA-CCC-CAA-GGA-GAG-ATT-GG

365pb 65°C
R-CCT-CTT-ACA-CGC-GTT-CTC-GC

SINE Chr18
F-CTT-CAC-GCA-GTC-GCT-GAT-TA

334pb 60°C
R-CGC-CAT-CTT-GTG-TTG-TAG-CC

Line1 Chr4 F-CTT-AGA-GAA-TTT-GAT-AGT-TTT-TGG-AAT-AGG 254pb 56°CR-CCA-AAA-CAA-AAC-CTT-TCT-CAA-ACA-CTA-TAT

Line1 Bis Chr4 F-TAG-GAA-ATT-AGT-TTG-AAT-AGG-TGA-GAG-GT 254pb 56°CR-TCA-AAC-ACT-ATA-TTA-CTT-TAA-CAA-TTC-CCA

Ifg2/H19 Chr7 F-TGA-ATC-AGT-TGT-GGG-GTT-TAT 500pb 58°CR-TAG-CTA-TAC-TTC-AAT-TTT-CAC-ACA-ATA

Ifg2/H19 bis Chr7 F-TGC-AAC-AAG-GGA-ACG-GAT-GAT-G 606pb 55°CR-ACC-ATT-CCG-TAA-GTG-CAC-AA
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nous ajoutons HpaII et les tubes 3 et 6 serviront de contrôle (sans enzyme de restriction). 

Chaque tube est incubé 16h à 37°C. Le lendemain, 0,4 mg/ml de protéinase K sont ajoutés dans 

les tubes et incubés 30 min à 40°C et à 95°C pendant 10 min afin d’inhiber la protéinase K.  

 

f.� Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

Pour les différentes PCR, nous procédons comme décrit précédemment dans le 

paragraphe I animaux, génotypage.  

Afin de quantifier le taux de 5-hydroxyméthylation sur le site ciblé, nous procédons à une PCR 

quantitative avec l’ADN spermatique obtenu après le protocole d’Epimark®. Pour chaque tube 

issu du protocole d’Epimark®, 2 µl d’ADN sont additionnés de 5 µl de TAKARA SYBR® 

Premix Ex TaqTM II (Takara Bio, Japon) et de 0,5 µM de chaque amorce (tableau 5) pour les 

régions génomiques choisis. Chaque point est réalisé en double sur une plaque 96 puits. La Q-

PCR est réalisée dans un thermocycleur LightCycler® (Roche) selon les températures 

d’hybridation spécifiques de chaque couple d’amorces (tableau 5). La courbe de fusion de 

chaque couple d’amorce est réalisée de façon à vérifier la spécificité des amorces. Le taux de 

5-hydroxyméthylation est calculé pour chaque gène en comparant au tube contrôle d’ADN 

n’ayant pas subi ni la réaction de conversion ni la digestion enzymatique.  

 

g.� Sensibilité de la chromatine spermatique au dithiothréitol (DTT)  

Pour tester si le Fertilix® à un effet sur le niveau de condensation de la chromatine 

spermatique, les spermatozoïdes ont été soumis à un traitement réducteur en utilisant le tampon 

de décondensation (PBS 1X+Triton X-100 0,1% ; 0,5M DTT) durant 45 min à température 

ambiante (TA). Une centrifugation des spermatozoïdes à 700xg pendant 5 min permet de 

reprendre le culot spermatique dans du PBS 1X et d’éliminer le DTT. Des frottis de 200 000 

spermatozoïdes ont été réalisés sur lames Superfrost® et séchés à TA. Les lames ont ensuite été 

colorée suivant le protocole de Shorr décrit dans le tableau 6 afin d’observer la morphologie 

générale des spermatozoïdes, ainsi que d’apprécier la décondensation du noyau spermatique. 

Les spermatozoïdes ont été observé et compté à l’aide d’un microscope, Axiovision® (Carl 

Zeiss, Allemagne) en lumière blanche.  

 

 

 

 



Tableau 6 : Coloration de Shorr
La coloration de Shorr permet de visualiser la morphologie des spermatozoïdes. Le réactif de
Shorr donne un fond vert et colore les spermatozoïdes en rose/mauve.

Etapes Durée d’incuabtion

Ethanol 70° 1 min

Eau courante 2 min

Hématoxyline de Mayer 3 min

Eau courante 3 min

Alcool Ammoniacal
(95% d’alcool à 70°/5% d’ammoniaque à 25%). Passage

Eau courante 3 min

Ethanol 70° Passage

Ethanol 95° Passage

Colorant de Shorr 1 min

Ethanol 95° Passage

Ethanol absolu Passage

Ethanol absolu (bain différent) Passage

Histoclear Passage

Histoclear Passage
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III.� Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism® 6. Les 

données sont représentées sous forme d’histogrammes représentant la moyenne avec la somme 

des écarts à la moyenne (SEM). Étant donné le petit nombre d’individus dans les groupes 

comparés (3 < n < 9), les données ont été analysées par des tests non paramétriques (Mann-

Whitney), pour déterminer si les différences observées entre les groupes étudies sont 

significatives ou non. Les données sont considérées comme significativement différentes si la 

valeur de p est inferieure à 0,05. Sur les graphiques, les résultats des tests statistiques sont 

indiqués par des étoiles selon les critères suivants : 

� Aucune étoile : p > 0,05 ; N.S.  

� 1 étoile (*) : p < 0,05 ; 

� 2 étoiles (**) : p < 0,01 ; 

� 3 étoiles (***) : p < 0,001. 
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Figure 54 : Représentation des chromosomes dans une cellule somatique humaine en
interphase par une approche d’hybridation in situ en fluorescence en 3D.
A. Représentation des différents territoires chromosomiques dans le noyau d’une cellule
somatique humaine.
B. Reconstruction 3D de l’ensemble des territoires chromosomiques dans le noyau sous
différents angles.
C. Simulation d’un modèle nucléaire. La première image montre les 46 chromatides
humaines. Les trois images suivantes simulent le processus de condensation montrant
l’arrangement des territoires chromosomiques.
(Modifiée d’après Bolzer et al., 2005).
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I.� L’organisation chromatinienne spermatique murine.  
Au sein du noyau d’une cellule somatique, le dernier niveau d’organisation de la 

chromatine est celui des chromosomes notamment dans les cellules en métaphase où nous 

pouvons observer ces derniers plus facilement car les fibres de 300 nm (cf. Introduction 

Bibliographique) s’enroulent sur elles-mêmes et l’ADN linéaire est compacté environ 10 000 

fois. De nombreuses études ont montré que les chromosomes sont localisés à des positions bien 

définies dans le noyau d’une cellule et non au hasard. Ces positions ont permis de définir les 

territoires chromosomiques (Cremer and Cremer, 2010 ; Meaburn and Misteli, 2007). Ainsi, 

deux hypothèses non exclusives ont émergé pour expliquer ce positionnement. La première est 

basée sur la taille des chromosomes où les petits chromosomes se positionneraient au centre du 

noyau cellulaire (Foster et al., 2005 ; Sun et al., 2000). La seconde est liée à la densité en gènes, 

les chromosomes riches en gènes seraient au centre du noyau tandis que les chromosomes 

pauvres en gènes s’orienteraient à la périphérie (Boyle et al., 2001 ; Croft et al., 1999). Pour 

localiser les chromosomes au sein du noyau, une approche d’hybridation in situ en fluorescence 

(ou FISH) est employée, il s’agit de recourir à de petites sondes fluorescentes ciblant une région 

de l’ADN (Nagele et al., 1995). Au départ, les sondes utilisées ne ciblaient que des régions 

spécifiques du chromosome, les centromères ou les télomères, composées de séquences 

répétées d’ADN (Prades et al., 1996). Par la suite, une approche de « chromosome painting » a 

été développée permettant de localiser le chromosome en entier (Tucker et al., 1995). Bolzer et 

al. ont cartographié en trois dimensions (3D) tous les chromosomes d’un noyau d’un fibroblaste 

humain selon leur taille et non selon la densité en gène (figure 54 ; Bolzer et al., 2005). Il 

semblerait que dans des situations pathologiques ou des situations de stress cellulaire, cette 

organisation des chromosomes dans le noyau puisse être affectée (Cremer et al., 2003 ; Ioannou 

et al., 2015). En effet, Ioannou et collègues montrent en particulier que certains chromosomes 

se retrouvent délocalisés du centre vers la périphérie lors d’un stress oxydant (exposition au 

peroxyde d’hydrogène ; figure 55 ; Ioannou et al., 2015).  

 

Comment s’organisent les chromosomes dans une cellule hautement différenciée telle que 

le spermatozoïde ? 

 

Les études menées sur la position des chromosomes dans un noyau spermatique ont été 

principalement réalisées sur spermatozoïdes humains. Tout d’abord, la position des 

chromosomes a été établie en étudiant des régions particulières des chromosomes telles que les 

télomères et les centromères en utilisant des sondes FISH spécifiques de ces régions 



Figure 55 : Relocalisation des chromosomes dans un noyau d’un lymphocyte lors d’un
stress oxydant.
A. Représentation radiale de deux chromosomes (8 en rouge et 18 en vert), dans le noyau d’un

lymphocyte ne subissant aucun traitement, localisés par une approche d’hybridation in situ
en fluorescence (FISH).

B. Schéma représentant les trois zones établies dans un noyau d’un lymphocyte afin de faciliter
le positionnement des chromosomes.

C. Relocalisation de certains chromosomes dans le noyau suite à une exposition au peroxyde
d’hydrogène.

(Modifiée d’après Ioannou et al., 2015)

Chromosome Mouvement suite à l’exposition au peroxyde d’hydrogène

4 De l’intérieur vers la périphérie

5 De l’intérieur vers la périphérie

6 De l’intérieur du noyau vers la zone intermédiaire

7 De la zone intermédiaire vers la périphérie

8 De l’intérieur du noyau vers une zone intermédiaire

10 De l’intérieur du noyau vers une zone intermédiaire
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(Zalenskaya and Zalensky, 2004). Ces études montrent que les télomères s’orientent vers 

l’extérieur. Tandis que les centromères s’organisent au centre du noyau spermatique, en 

s’accolant pour former ce qui est appelé le chromocentre (Zalenskaya and Zalensky, 2004 ; 

Zalensky et al., 1995). Par la suite, grâce à la technique de « chromosome painting », certain 

des chromosomes spermatiques ont été positionnés. Par exemple, Foster et son équipe montrent 

que les chromosomes des spermatozoïdes de verrat s’organisent selon leur taille dans le noyau 

avec une particularité pour les chromosomes sexuels, qui se retrouvent internalisés dans le 

spermatozoïde par rapport à ce que nous pouvons observer chez d’autres espèces (figure 56 ; 

Foster et al., 2005). Depuis 2012, dans le spermatozoïde humain, certains chromosomes 

impliqués dans des aneuploïdes ont été positionnés (figure 57). Ainsi, si nous prenons un 

spermatozoïde humain, les chromosomes X, 19, Y, 22, 21 et 18 s’orientent, dans cet ordre, 

depuis l’acrosome (vésicule localisée au-dessus de la tête spermatique) vers la pièce 

intermédiaire (zone d’attache entre la tête et le flagelle ; Millan et al., 2012 ; Mudrak et al., 

2012 ; Zalensky and Zalenskaya, 2007). De plus, l’observation des chromosomes de quelques 

rares spermatozoïdes diploïdes a permis de montrer que les deux chromosomes identiques se 

localisent dans la même région et que la position est également identique entre les 

spermatozoïdes haploïdes et diploïdes. Ceci suggère que l’organisation des chromosomes dans 

le noyau spermatique est bien définie dès la méiose des cellules germinales durant la 

spermatogenèse (Mudrak et al., 2012).  

 

Récemment, de nouvelles études utilisant des outils d’imagerie tridimensionnelle plus 

performante ont permis de montrer que les centromères et les télomères s’organisent en clusters 

au sein du noyau spermatique humain et non pas en une seule position (chromocentre pour les 

centromères ; figure 58 ; Ioannou et al., 2017). Une autre étude a pu montrer que dans un noyau 

spermatique humain, un haut niveau de dommage à l’ADN (fragmentation) peut perturber la 

position des centromères de différents chromosomes (Wiland et al., 2016) ; postulant ainsi que 

des dommages au noyau spermatique peuvent altérer l’organisation 3D des chromosomes.  

 In fine, une organisation aberrante des chromosomes dans le noyau spermatique peut 

avoir des effets délétères dans la fertilité, la fécondation et le développement embryonnaire 

(défaut de condensation de la chromatine spermatique, transcription des gènes, réplication 

aneuploïdies … ; Harton and Tempest, 2012 ; Shi and Martin, 2000 ; Tempest and Griffin, 2004 

; Templado et al., 2013). A titre d’exemple, l’apport d’un chromosome sexuel X supplémentaire 

par un spermatozoïde conduit à une aneuploïdie embryonnaire (47 chromosomes, XXY) 

induisant un syndrome de Klinefelter (Templado et al., 2013). Des patients présentant des 



Figure 56 : « Chromosome painting » montrant les différents territoires chromosomiques
dans le spermatozoïde de verrat.
« Chromosome painting » (rouge ou vert) des chromosomes et les noyaux des spermatozoïdes
sont marqués avec le DAPI (bleu). La barre blanche représente l’échelle (5µm).
(Modifiée d’après Foster et al., 2005).

Pièce intermédiaire 

Acrosome  

Figure 57 : Modèle de la position de certains chromosomes dans le noyau
spermatique humain.
Représentation schématique de la position préférentielle de 11 chromosomes humains
basée sur la localisation radiale/longitudinale et les distances inter-chromosomiques.
(Modifiée d’après Zalensky and Zalenskaya, 2007, revue).
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vacuoles dans le noyau spermatique, entraînant une modification de la position spatiale des 

centromères des chromosomes sexuels et du chromosome 18, sont tératozoospermiques 

(Perdrix et al., 2013). Des patients présentant une position altérée des centromères des 

chromosomes 15, 18 et X dans le noyau spermatique sont infertiles (Olszewska et al., 2008).  

 

A ce jour, chez la souris, aucune donnée précise n’est disponible concernant la position 

des chromosomes dans le noyau spermatique, étant donnée sa forte compaction et sa forme 

particulière en crochet.  

 

Qu’en est-il de l’organisation des chromosomes dans le noyau spermatique murin et quel 

peut être l’impact d’un stress oxydant post-testiculaire sur cette organisation ont été les 

questions centrales auxquelles j’ai tenté de répondre ? 

 

Le but de l’étude présentée dans l’article (actuellement en cours d’évaluation) ci-

dessous était de localiser les chromosomes spermatiques murins de souris sauvages et 

transgéniques, en trois dimensions afin de confirmer si la position des chromosomes pouvait 

permettre d’expliquer la différence d’oxydation entre les chromosomes observées dans nos 

études précédentes (Kocer et al., 2015). Nous voulions également évaluer si un stress oxydant 

épididymaire pouvait altérer la position des chromosomes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 58 : Modèles de l’organisation des télomères et des centromères dans le
spermatozoïde humain.
A. Modèle présentant les centromères qui se regroupent au centre du noyau spermatique

pour former le chromocentre et les télomères en périphérie (Zalensky and Zalenskaya,
2007, revue).

B. Nouveau modèle proposé avec des clusters de centromères et de télomères réparties
dans le noyau spermatique humain.

(Modifée d’après Ioannou et al., 2017).
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Résumé :  

Chez de nombreux Mammifères, la position des chromosomes dans le noyau 

spermatique a été définie pour être non aléatoire, notamment chez l’homme, mettant en avant 

la notion de territoires chromosomiques. Le but de ce travail était : (1) d'étudier dans le 

spermatozoïde murin, la topologie d'un nombre choisi de chromosomes ; (2) d’évaluer si une 

situation très commune de dommages à l'ADN spermatique (c'est-à-dire l'oxydation de l'ADN) 

a une quelconque conséquence sur l'architecture du noyau du spermatozoïde. En utilisant une 

combinaison d'hybridation in situ en fluorescence (FISH), de microscopie confocale et de 

techniques de reconstruction 3D, nous montrons que le positionnement des chromosomes dans 

le noyau du spermatozoïde murin n'est pas aléatoire. Certains chromosomes ont tendance à 

occuper des positions préférentielles tandis que d'autres semblent se positionner de manière 

plus aléatoire. À cet égard, le chromosome 2 dans le noyau du spermatozoïde de la souris est 

plutôt particulier. En effet, il se localise de manière équivalente dans les quatre régions du noyau 

spermatique murin, que nous avons définies arbitrairement. En utilisant un modèle transgénique 

bien établi d'oxydation nucléaire des spermatozoïdes chez la souris (souris Gpx5-/-), nous 

montrons que les dommages oxydants à l'ADN ne perturbent pas l'organisation chromosomique 

hautement ordonnée. Cependant, en examinant des paramètres tridimensionnels (3D) 

nucléaires spécifiques, comprenant le volume et la superficie nucléaire, nous observons que les 

paramètres 3D sont significativement affectés chez les souris transgéniques par rapport aux 
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animaux sauvages. Ces données suggèrent que l’oxydation de l’ADN spermatique affecte la 

compaction de la chromatine qui est un critère important de la qualité du spermatozoïde lors de 

la fécondation.  
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Abstract  

Recent studies have partially revealed the peculiar organization of the human sperm chromatin bringing 
forward the notion of chromosome territories. The purpose of this work was:  first to investigate in the 
mouse sperm the topology of a selected number of chromosomes in order to compare it with the human 
data; second, to evaluate whether a very common situation of sperm DNA damage (i.e. sperm DNA 
oxidation) has any consequence on the architecture of the sperm nucleus. Using a combination of 
Fluorescence in situ hybridization (FISH), confocal microscopy and 3D-reconstruction techniques we 
show that chromosome positioning in the mouse sperm nucleus is not random and, that it is distinct from 
that of the human model. Some chromosomes tend to occupy preferentially discrete positions while 
others seem to behave not as strictly. In that respect, chromosome 2 in the mouse sperm nucleus is rather 
peculiar. Using a well-established mouse transgenic model of sperm nuclear oxidation, we show that 
oxidative DNA damage does not disrupt the highly ordered chromosome organization. However, when 
looking at specific nuclear 3D-parameters including nuclear volume and nuclear surface area we 
observed that they were significantly affected in the transgenic sperm when compared to the wild-type 
animals. Mild reductive DNA challenge confirmed the fragility of the organization of the oxidized sperm 
nucleus that may have unforeseen consequences post-fertilization. These data suggest that beside sperm 
DNA fragmentation that is already known to modify the sperm nucleus organization, the more frequent 
and, to date, not highly regarded situation of sperm DNA oxidation also affects sperm chromatin 
packaging.  

 

Introduction  

The mammalian spermatozoon is a highly-differentiated cell produced by the testis during a long and 
complex process called spermatogenesis. Following successive steps that lead to the multiplication and 
the production of a haploid germ cells through the meiotic programme, spermatids undergo a long phase 
of cyto-differentiation (the so-called spermiogenesis phase) to form highly polarized spermatozoa. The 
unique characteristics of these cells is featured by the quasi complete loss of the cytoplasmic content, 
the appearance of the flagella apparatus and, the drastic size reduction of the nuclear compartment. 
Theses major cytological changes give rise to the tiniest mammalian cell type, having the ability to move 
in order to fulfil its function that is to bring in its target, the oocyte, the compacted and, consequently, 
protected paternal genomic moiety. Sperm nuclear condensation during spermiogenesis is by itself a 
long and highly regulated process in which one assists in a progressive complete remodelling of the 
sperm chromatin that will be unique to this cell type. Up to the spermatid stage the germ cell chromatin 
presents a somatic organization consisting in short segment of DNA (147bp) wrapped around a histone 
octamer to form a nucleosome1. During spermiogenesis, most (but not all) canonical histone core 
proteins (H3, H4, H2A and H2B) are replaced by testis-specific histone variants such as TH2B, H3t, 
H2AL2 & 52–5. It is assumed that the inclusion of such variants allows a more dynamic chromatin 
structure that permit the upcoming changes. Subsequently, histones, both canonical and testicular 
variants are massively replaced (but once again not totally) by small basic proteins called Tnps for 
transition nuclear proteins in fine themselves replaced by even smaller and more basic proteins called 
protamines6,7. Protamines and DNA organize themselves into a ring-shaped structure called a toroid 
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containing up to 100kb of DNA that ultimately are piled-up along the chromosomes greatly increasing 
the level of DNA compaction. This sequence of events allows a strong nuclear and cell size reduction 
when compared to any somatic cell. Together with the fact that these modifications serve the cell ability 
to move in an optimal way they also contribute to the passive protection of the paternal sperm genome 
in prevision of its long post-testicular journey up to the site of fertilization.  

What is also unique to this reshaping of the mammalian sperm chromatin is that the supra-organization 
of the chromatin in chromosomes is also tightly ordered and conserved form one sperm cell to another 
one. This has led to the observation that chromosomes are not randomly distributed in the sperm nucleus 
and that they occupy domains called chromosome territories (CTs)8–10. Few species have been 
investigated so far and for those that were analysed (mainly the human) not all chromosomes were 
mapped in the sperm nucleus. The position of specific chromosomal regions such as telomeres and 
centromeres were also looked at in the sperm nucleus10–13.  As is the case in somatic cells, in sperm cells 
chromosomes are attached to a nuclear protein scaffold called the sperm nuclear matrix that consolidates 
the structure14–16. Here too, the way chromosomes are attached to the sperm nuclear matrix is unique to 
that cell lineage and is not similar to the somatic situation14,17. It is thought that this ordered organization 
of the paternal chromosomes in the sperm nucleus is essential after fertilization during the sequential 
decondensation phase of the male nucleus into the male pronucleus10. Two non-exclusive theories have 
been brought forward to explain the positioning of chromosomes in the human sperm nucleus. One is 
“gene density” with the assumption that gene-poor chromosomes orient themselves toward the nuclear 
periphery while gene-rich chromosomes are located toward the nuclear interior18,19. The second theory 
which appear more pertinent to us takes into account the chromosome sizes since, at least in the human 
sperm it seems that small chromosomes were located in the centre of the nucleus while larger 
chromosomes located at the periphery20,21. Whether the human sperm nuclear organization reflects that 
of other mammals is a matter of debate.  

For many years it was reported that mature spermatozoa do contain residual histones and that the 
quantity of so-called persisting histones was species specific. Indeed, it was estimated that  about 1% to 
2% of the mouse, hamster and bull sperm DNA was associated with histones22–24 while it goes up to 
15% in human sperm25–29. First, attributed to an uncomplete, therefore deficient, spermiogenesis 
programme, it lately appeared that persisting histones in the sperm nucleus were not random and that 
they have escaped the histone to protamine exchange on purpose. Although, there is a controversy as to 
the extent and the quality of sequences still in nucleosomal arrangement in mammalian spermatozoa it 
is however clear that histones were found in large domains punctuating the protamine-toroidal stacks 
along the chromosomes and, in addition, nucleosomes persist at each small string of DNA (1 to 2kb-
long) connecting adjacent toroids15. The consensual explanation for that situation is that these particular 
paternal regions that maintain a somatic-like organization will be more prone to be reactivated early 
after fertilization at the onset of the developmental programme. In support of this hypothesis were the 
observations that genes important for the early developmental programme were found located in such 
histone-containing regions25–27, and that the origins of the paternal DNA replication necessary prior to 
the first division of segmentation were located in the short histone-containing DNA segments connecting 
the toroids and attached to the nuclear matrix14,30–33.  It is thought that this ordered organization of the 
paternal chromosomes in the sperm nucleus is essential after fertilization during the sequential 
decondensation phase of the male nucleus into the male pronucleus10,34. 

These last years, we contributed to show in the mouse model that these histone-rich regions, particularly 
those that are attached to the nuclear matrix were mainly localized at the sperm nuclear periphery and 
at the basis of the sperm nucleus towards the so-called annulus domain30,35. In agreement with the lower 
level of condensation and the peripheral easy access of these histone-associated DNA domains we also 
demonstrated that these regions were particularly susceptible to DNA damage and especially to 
oxidative DNA damage30. In that same last study, we also reported that in the mouse sperm nucleus the 
smaller the chromosomes were the higher they were susceptible to DNA oxidation36. We demonstrated 
that this was not related to their content in persisting histones but rather to the more peripheral and basal 
position of small chromosomes. These observations led to the conclusion that contrarily to the human 
sperm chromosomal organization which, as said above, showed small chromosomes more in the central 
axis of the sperm nucleus, the situation was different in the mouse. This prompted us to analyse more 
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precisely the architecture of the mouse sperm nucleus. In the present study, we have used three-
dimensional Fluorescence in situ hybridization (3D-FISH), confocal microscopy and computational 
analysis of 3D structures to analyse the topology of at least 12 mouse sperm chromosomes. This has 
allowed us to propose the largest map of chromosome territories in the mouse sperm available to date. 
Thanks to the disposal of the Gpx5-/- transgenic mouse, in addition to the wild-type situation we 
conducted an analysis of the chromatin organisation in what appears now to be a very frequent situation 
of sperm nuclear damage, i.e. nuclear oxidation37. Indeed, we demonstrated lately than two-third of the 
male patients from couple entering an infertility programme did show mild to severe sperm DNA 
oxidation. Our aims were to investigate whether chromosomal 3D parameters including volume and 
surface area could be affected by DNA oxidation.   

  

Results  

Localization of chromosome territories in mice spermatozoa. 

Previously, we hypothesized that the localization of chromosomes in the mouse sperm nucleus could 
explain their different susceptibility to oxidative damage as revealed after immunoprecipitation of the 
oxidized DNA regions followed by high throughput sequencing approaches36. This statement was 
supported by the fact that we were able to co-localize the smallest mouse chromosome (chromosome 
19) with a focal point of oxidative DNA damage in the Gpx5-/- sperm nucleus36. To strengthen this 
statement, we here have looked at the nuclear distribution of a total of 12 chromosomes (both long and 
short chromosomes) using FISH in a whole chromosome painting approach in both WT and Gpx5-/- 
sperm nuclei. Figure 1 shows for each chromosome investigated representative confocal microscopy 
photographs going through the middle of the sperm head volume. To facilitate the analysis, we have 
arbitrarily divided the mouse sperm head in 4 distinct areas as schematized in Figure 1. For each selected 
chromosome, a minimum of 350 sperm cells were analyzed and preferential positions determined. It is 
clear that small chromosomes including chromosomes 17, 18 and 19 localized to the basal part of the 
sperm nucleus whereas a long chromosome such as chromosome 1 localized preferentially to the ventral 
area (see Fig. 1). Sexual chromosomes X and Y and chromosome 15 as well clearly localized to the 
dorsal area (Fig. 1). For these chromosomes assignation of a preferential domain was easy because they 
were clearly preferentially found in these particular locations (see Table 1). On the contrary for some 
chromosomes assignation of a preferential area was more difficult. For example, two chromosomes (3 
and 12) were statistically equally assigned to 2 sperm head areas, namely basal and ventral for 
chromosomes 3 and basal and apical for chromosome 12 (Table 1). Chromosome 2 was peculiar as it 
was equally localized to the four distinct areas (Table 1). When the same analysis was carried out using 
Gpx5-/- oxidized sperm nucleus it was clear that no difference was recorded (see Table 1). 

Taking advantage of the 3D-reconstructed images we have looked at two topological parameters 
(volume and surface area) for each chromosome in the WT genetic context. As shown in supplemental 
Table 1 and supplemental Figure 1, it is clear that there is a linear relation between the size of a given 
chromosome and the volume/surface it occupies in the mouse sperm nucleus. Only chromosome 2 
behaved in a peculiar way since the linear relation was validated in solely 1/4th of the analyzed sperm, 
those in which the chromosome 2 localized to the basal area (B in supplemental Table 1 and 
supplemental Fig. 1). Strikingly, when chromosome 2 localized to different areas of the sperm nucleus 
the linear relations (volume vs size and surface vs size) were lost (supplemental Fig. 1). This was 
particularly true when chromosome 2 was located in the ventral (V) and apical (A) areas and to a lesser 
extent when it was in the dorsal (D) area. Interestingly, opposite effects were recorded in these two 
situations revealing that when chromosome 2 localized to the ventral and apical areas of the sperm 
nucleus it’s footprint (volume/surface) in the sperm nucleus is different than its footprint when it 
localized to the basal area.  
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Centromeres, telomeres and histone-rich domains clustered in the mouse sperm nucleus.  

Using immunocytochemistry, we further investigated the localization of particular chromosomal 
subdomains namely centromeres and telomeres. To do so, we used a pan-centromere specific H3 variant 
(CENP-A) antibody to detect this ubiquitous centromeric protein (Fig. 2A). 3D reconstructions using 
the Imaris software showed that centromeres aligned and clustered along the dorsal and basal ridge of 
the sperm head (Fig. 2B). A similar localization was seen when looking at telomeres (Fig. 2C & 2D) 
suggesting that in the mouse sperm nucleus centromeres and telomeres co-localize. No difference in the 
localization of centromeres and telomeres was recorded when Gpx5-/- sperm nuclei were looked at (not 
shown). To corroborate and complete observations partly reported earlier30 as to the localization of 
persisting histones in the mouse sperm nucleus we used three specific histone antibodies (1 canonical 
and 2 testis-specific variants, respectively, H3, TH2B and H2A.Z) in immunofluorescent confocal 
microscopy approaches associated with Imaris 3D reconstruction. We confirm the basal and dorsal 
peripheral localization of these persisting histones and their rather well overlapping localization (Fig. 
3). The 3D Imaris reconstructions showed in parallel (right panels) in the same Figure clearly reveal the 
basal and dorsal ridge localization of these histone-rich domains in what could be designated as a “punk-
head” distribution. Topoisomerase 2ß, a protein of the sperm nuclear matrix (Fig. 3) as well as the 
classical cytoskeleton protein ß-tubulin (Fig. 3) also fall in these dorsal peripheral and basal ridge 
domains as was partly shown earlier30.   

 

Oxidative DNA damage does affect 3D-parameters of the mouse sperm nucleus  

Taking advantage of the confocal images and the power of the Imaris software analysis we looked into 
more details at sperm nuclear 3D-parameters including volume and surface area comparing WT and 
Gpx5-/- spermatozoa. An average value for each parameter (volume and surface area) was obtained from 
each sample and each condition tested (untreated, NaOH or DTT treated) by looking at a pool of 30 
spermatozoa. Table 2 presents the data collected. Untreated WT spermatozoa showed a mean nuclear 
volume at 66 µm3 and a mean nuclear surface area at 93.9 µm2. When looking at Gpx5-/- spermatozoa 
these parameters were significantly different with a mean nuclear volume at 54,8 µm3 (p<0.001) and a 
mean surface area at 80.2 µm2 (p<0.001) revealing a greater state of nuclear condensation. When looking 
at the detailed shape of the 3D-reconstructed sperm nuclei we also repeatedly noticed differences 
between WT and Gpx5-/- animals. As shown in Figure 5 with representative photographs of 3D-
recosntructed nuclei, Gpx5-/- sperm nuclei present a smoother surface when compared to the more 
irregular aspect of the WT sperm nuclei. The use of different mild denaturing treatments namely DTT 
(2mM) or NaOH (1.5N) revealed distinct reactions when WT sperm were compared to Gpx5-/- sperm 
and confirmed the specific effect of oxidation on the sperm nucleus. As presented in Table 2, when 
NaOH was used to mildly denature the sperm chromatin (by its classical breakage effect on the hydrogen 
bonds linking DNA base pairs) we recorded a significant increase of sperm nuclear volume and surface 
area in both genetic backgrounds (WT and Gpx5-/-). However, with this alkaline treatment Gpx5-/- sperm 
nuclei remained more condensed than WT. On the contrary, when DTT (a non-ionic detergent that 
specifically reduces disulfide bonds to free thiols) was used we recorded a very significant effect on 
both sperm nuclear volume and surface area in the Gpx5-/- situation when compared to the WT (Table 
2). This is in agreement with the idea that although Gpx5-/- sperm nuclei do look more condensed they 
also appear to be significantly less solid when facing a mild reducing environment. These differences in 
the nuclear reactivity of oxidized or non-oxidized sperm nuclei when facing mild denaturing conditions 
can be visualized as shown in Figure 4. In panel C, when no denaturing treatment was performed Gpx5-

/- sperm nuclei present the smooth aspect as presented already above. When NaOH was used as a mild 
denaturing treatment there was no significant change regarding the fine shape of the sperm nuclei in 
both genetic backgrounds (Fig 4B). However, when a DTT mild denaturation was carried out it is 
obvious that now the Gpx5-/- sperm nuclei present a dense granular aspect (Fig. 4C) while it was not the 
case for the WT. 
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Discussion  

In recent years, it became apparent that the mammalian sperm nucleus organization has implications for 
fertilization and early embryogenesis8,9,38–42. It was shown mainly in the human spermatozoa that most 
chromosomes occupy discrete and well-defined territories in a polar/radial distribution that could be 
partly related with their size, the shape/volume of the mature sperm cell and the kinetics of the oocyte-
driven decondensation programme of the paternal nucleus post-fertilization. How this highly ordered 
organization of the sperm chromatin is achieved, controlled and maintained in each sperm-cell 
throughout spermiogenesis and ownward is still largely unknown. Whether the human sperm chromatin 
organization applies to the mouse sperm and how susceptible this organization is to mild nuclear and 
DNA damage as represented by the common situation of sperm DNA oxidative damage are questions 
we intended to address here.  

Using FISH experiments we positioned a total of 12 chromosomes in the mouse sperm nucleus. Both 
short and long autosomes and the two sexual chromosomes were looked at. As it was reported for the 
human sperm nucleus, and suggested for other species including the mouse, bovine, pig, rat and horse 
each time using a smaller subset of chromosome probes when compared to the present work 10,11,38,43–50 
chromosome positions in the mouse sperm nucleus were not random8–10. This situation seems to be 
confined to mammals since a tandem head to tail organization of sperm chromosomes in a defined order 
was observed in monotremes and marsupials51,52 while no particular organization was detected in non-
mammals including chicken and planarian spermatozoa 53,54.   

Because of the peculiar asymmetric hook-shape morphology of the mouse sperm head it was difficult 
to use a polar/radial axis to map the mouse sperm head as it was done in other species 9. Arbitrarily, we 
choose to separate the mouse sperm head in 4 compartments apical/basal/dorsal/ventral still permitting 
comparative analyses with other species. In the mouse, smaller chromosomes were found to occupy a 
basal localization while longer chromosomes including sexual chromosomes were preferentially found 
in the ventral and dorsal areas of the sperm nucleus. This appears to be distinct from the human situation 
since it was shown that small autosomes as well as sexual chromosomes occupy a rather central position 
in the human sperm10. Although for most of the chromosomes looked at a preferential position could be 
assigned, it was not the case for all chromosomes. Four chromosomes (chr 3, 7, 9 and 12) were equally 
assigned to two distinct areas while one chromosome (chr 2) was very plastic and was found evenly 
distributed in the 4 arbitrarily defined nuclear areas. For those chromosomes that were equally 
distributed in two distinct nuclear domains, one explanation could come from the fact that statistically 
1 out of 2 spermatozoa looked at was either a Y-spermatozoa or a X-spermatozoa. The size difference 
between the sexual chromosomes (both localized in the dorsal area) could explain the alternate positions 
of these autosomes. This hypothesis is strengthened by the observation that overall Y-sperm and X-
sperm show a similar nuclear volume (not shown here) suggesting that the necessary adjustment to 
accommodate the X or Y chromosome size difference does not rely on nuclear volume variation. 
Furthermore, when looking at individual chromosome 3D-parameters (i.e. volume and surface area) we 
observed that chromosomes 3 and 12 (two chromosomes that equally occupy two distinct locations, 
basal or ventral for chromosome 2 and basal or apical for chromosome 13) have the same footprint, 
irrespective of their location. This suggests that the nuclear room adjustment necessary to accommodate 
the X or the Y chromosome does not rely on a different folding of individual chromosome but rather on 
a different organization of the chromosomes. These hypotheses would have to be verified using a triad 
detection system with probes targeting a chosen autosome together with probes targeting sexual 
chromosomes. Chromosome 2 is rather intriguing as it is equally found in any of the four arbitrarily 
defined nuclear areas. This observation is not unique to the mouse sperm since in human sperm 
chromosome 13 was shown to behave identically38. Although a rather long autosome it seems that 
chromosome 2 is considered as an adjustment variable in the mouse sperm nucleus. In addition, we and 
others have data that let us think that the mouse chromosome 2 is an accessible chromosome in the 
mouse sperm nucleus since it was observed at several occasion that when purifying mouse sperm DNA 
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for high throughput sequencing strategies one systematically obtain a large excess of chromosome 2 
sequences when compared to other chromosomes36,55,56. This suggests a peripheral localization of this 
chromosome in the mouse sperm nucleus as it does not appear to be less condensed than other 
autosomes36.   

Telomeres have been recently assigned a chromosome stabilizing function that is important for 
reproduction57 and it is proposed that telomeres are the first chromosomal regions to respond to oocyte 
decondensing factors that lead to the formation of the male pronucleus39. As it was suggested earlier for 
the human sperm nucleus11,46,47and recently confirmed58 we show here that in the mouse sperm telomeres 
are also organized in clusters located at the periphery of the sperm nucleus in an edge-like/ridge-like 
manner starting from the basis of the nucleus and going-up on the dorsal side in close proximity with 
the peripheral nuclear matrix. When looking at centromeres, another characteristic domain of 
chromosomes rich in repeated sequences, we found that in the mouse sperm nucleus they were located 
too at the periphery in that same edge-like/ridge-like organization. This is rather different from the 
human sperm situation in which centromeres were placed at the centre of the nucleus where they form 
a chromocenter13,59. The localization of centromeres in mouse sperm via the use of the histone H3 variant 
CENP-A is in agreement with previous data reporting that histones in mature mouse sperm are rather 
preferentially located in the basal and dorsal peripheral areas of the nucleus (present study)30. In the 
mouse, it thus appears that both telomeres and centromeres are closely located at these dorsal peripheral 
and basal nuclear domains that were also shown elsewhere (as well as here) to be domains rich in nuclear 
matrix attachment components (present work)15. It is interesting to note that the paternal DNA associated 
to these nuclear regions was shown to be important both for the male pronucleus formation and for the 
first round of DNA replication14,32 which are early events of the developmental programme. 

Concerning the susceptibility of the sperm chromatin organization to oxidative alteration we show here 
that grossly the nuclear topology of the chromosomes (at least for those that were looked at) is not 
affected by a mild oxidative environment as the one present in the Gpx5-/- transgenic mouse strain37. 
This is supported by the fact that we did not record significant differences in the distribution of the 
chromosomes in the four arbitrarily defined regions. However, when looking at nuclear 3D-parameters 
such as nuclear volume and surface area we confirmed as expected the susceptibility of the nucleus to 
oxidative alterations. This is evidenced by the observations that both the nuclear volume and the nuclear 
surface area are significantly diminished in Gpx5-/- spermatozoa when compared to WT sperm. This is 
in line with the idea that when the epididymis-secreted GPx5 protein is absent it provides more luminal 
H2O2 that is used by the sperm-nucleus GPx4 acting as a disulphide isomerase which generates 
disulphide bridges between the sperm nuclear protamines leading to a greater state of nuclear 
condensation. The observation after 3D-reconstruction that Gpx5-/- sperm show a smoother nuclear 
surface when compared to WT sperm which has a “goose-bumps” aspect is interesting as it distinguishes 
nuclear domains responding differentially to this oxidation-mediated increased condensation. The use 
of different mild denaturing treatments (alkaline versus reductive denaturation) stressed in particular the 
point that even though a mildly oxidized sperm nucleus may appear well condensed (as it is the case 
with the Gpx5-/- spermatozoa) it is highly susceptible to mild reductive conditions. This is important in 
clinical practice as clinicians may be misled when using assays that will appreciate the level of sperm 
nuclear condensation such as anilin blue or toluidin blue assays as an indicator of sperm nuclear 
integrity. The type of mild denaturation technique chosen will therefore be critical to correctly appreciate 
the level of sperm nuclear solidity/integrity. These considerations support our credo that a solid 
evaluation of sperm nuclear integrity/solidity prior to assisted reproductive technology (ART) should 
include several additional tests addressing the issue of DNA fragmentation, DNA oxidation and nuclear 
solidity.   

Materials and methods 

Animals  

Ethic statement: The present study was approved by the Regional Ethic Committee in Animal 
Experimentation (CEMEA-Auvergne; Authorization CE99-12) and adhered to the current legislation on 
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animal experimentation in France. Mice (9-month-old) were culled by cervical dislocation and 
spermatozoa were collected from the caudal segment of the epididymis. Mice strains used in this study 
are in the C57BL/6 genetic background.  

Immunocytochemistry and fluorescence in situ hybridization (FISH) assays  

All immunofluorescent procedures were performed as previously described37. For FISH assays, 
spermatozoa were recovered as described previously37. A fraction aliquot of 10.10

6
spz/ml was 

centrifuged at 560g, 5min and re-suspended in 1.25 ml fresh Carnoy's fixative (3:1 ethanol: acid acetic). 
This solution containing the spermatozoa is spread on the slides up to 25,000 spermatozoa/slide and 
after the slides are dried during 1 hour at room temperature (RT) and stored at -20°C (Superfrost® slides, 
Thermo Fisher Scientific, Illkirch, France). After 24 h, slides were defrosted at RT and placed in a coplin 
jar with Saline-Sodium Citrate solution 2X (SSC 2X) for 15 min at 37°C. Slides were dried 5 min at RT 
and were denatured using NaOH 1.5N (1 min). Slides were then incubated in coplin jar with SSC 2X 
for 30 min at 70°C (+/-1). The coplin jar was left at RT. Slides were successively incubated for 1 min in 
SSC 0.1X at RT, NaOH 0.07N at RT, SSC 0.1X at 4°C and SSC 2X at 4°C. Slides were transferred 
through a series of ethanol washes for 1 min each starting with 70%, 95% and at last 100% ethanol. 
Slides were left to dry at RT. DNA probes were filed on sterile coverslip pre-warmed at 37°C and sealed 
using paraffin. Slides were incubated in a dark damp chamber at 37°C for 48 h.  

Mouse chromosome painting probes (Metasystems, Germany) and telomeres probes (Panagene, South 
Korea) were prepared according to the manufacturer’s instructions. After 48h of incubation, the slides 
were washed with SSC 0.4X for 2 min at 70°C (+/-1) and 30sec in SSC 2X with Tween 0.05% and two 
successive water baths. Vectashield® with DAPI (Vector Laboratories) was added on each slide to 
counterstain the sperm cell nucleus. Finally, coverslips were mounted, sealed and slides were stored at 
-20°C in the dark until observation.  

Microscopy 

Confocal z-stacks were captured using a Leica SPE confocal microscope (Leica Microsystems, 
Germany) and oil immersion objective with a magnification of 40x is used for all acquisitions. The 
chromosome positioning is determined by counting 350 spermatozoa per chromosome and percentage 
of spermatozoa presenting studied chromosome at given position is established by using Zeiss 
microscope Axioplan2 (Carl Zeiss, Germany). 

Image analysis measurements of 3D parameters.  

All the images were deconvoluted by using Huygens software (Scientific Volume Imaging, The 
Netherlands) before the analysis.  Spermatozoa volume and surface area were measured by using Imaris 
Version 7.6 software (Bitplane AG, Switzerland). The mean of each parameter is calculated with at least 
30 spermatozoa.  

Statistics 
Mann-Whitney and Spearman correlation analyses were performed using the GraphPad Prism® 
software. The difference was considered significant when p<0.001 (**).  

 

References  

1. Champroux, A., Torres-Carreira, J., Gharagozloo, P., Drevet, J. R. & Kocer, A. Mammalian 
sperm nuclear organization: resiliencies and vulnerabilities. Basic Clin. Androl. 26, 17 (2016). 

2. Montellier, E. et al. Chromatin-to-nucleoprotamine transition is controlled by the histone H2B 
variant TH2B. Genes Dev. 27, 1680–1692 (2013). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



� 	�

3. González-Romero, R., Méndez, J., Ausió, J. & Eirín-López, J. M. Quickly evolving histones, 
nucleosome stability and chromatin folding: all about histone H2A.Bbd. Gene 413, 1–7 (2008). 

4. Govin, J. et al. Pericentric heterochromatin reprogramming by new histone variants during 
mouse spermiogenesis. J. Cell Biol. 176, 283–294 (2007). 

5. Hoghoughi, N., Barral, S., Vargas, A., Rousseaux, S. & Khochbin, S. Histone variants: essential 
actors in the male genome programing. J. Biochem. (Tokyo) (2017). doi:10.1093/jb/mvx079 

6. Balhorn, R. The protamine family of sperm nuclear proteins. Genome Biol. 8, 227 (2007). 

7. Rathke, C., Baarends, W. M., Awe, S. & Renkawitz-Pohl, R. Chromatin dynamics during 
spermiogenesis. Biochim. Biophys. Acta 1839, 155–168 (2014). 

8. Foster, H. A., Abeydeera, L. R., Griffin, D. K. & Bridger, J. M. Non-random chromosome 
positioning in mammalian sperm nuclei, with migration of the sex chromosomes during late 
spermatogenesis. J. Cell Sci. 118, 1811–1820 (2005). 

9. Millan, N. M. et al. Hierarchical radial and polar organisation of chromosomes in human sperm. 
Chromosome Res. Int. J. Mol. Supramol. Evol. Asp. Chromosome Biol. 20, 875–887 (2012). 

10. Zalensky, A. & Zalenskaya, I. Organization of chromosomes in spermatozoa: an additional 
layer of epigenetic information? Biochem. Soc. Trans. 35, 609–611 (2007). 

11. Hazzouri, M. et al. Genome organization in the human sperm nucleus studied by FISH and 
confocal microscopy. Mol. Reprod. Dev. 55, 307–315 (2000). 

12. Ioannou, D. & Griffin, D. K. Male fertility, chromosome abnormalities, and nuclear 
organization. Cytogenet. Genome Res. 133, 269–279 (2011). 

13. Zalensky, A. O., Breneman, J. W., Zalenskaya, I. A., Brinkley, B. R. & Bradbury, E. M. 
Organization of centromeres in the decondensed nuclei of mature human sperm. Chromosoma 102, 509–
518 (1993). 

14. Shaman, J. A., Yamauchi, Y. & Ward, W. S. Function of the sperm nuclear matrix. Arch. 
Androl. 53, 135–140 (2007). 

15. Ward, W. S. Function of sperm chromatin structural elements in fertilization and development. 
Mol. Hum. Reprod. 16, 30–36 (2010). 

16. Gawecka, J. E., Ribas-Maynou, J., Benet, J. & Ward, W. S. A model for the control of DNA 
integrity by the sperm nuclear matrix. Asian J. Androl. (2015). 

17. Yamauchi, Y., Shaman, J. A. & Ward, W. S. Non-genetic contributions of the sperm nucleus to 
embryonic development. Asian J. Androl. 13, 31–35 (2011). 

18. Boyle, S. et al. The spatial organization of human chromosomes within the nuclei of normal 
and emerin-mutant cells. Hum. Mol. Genet. 10, 211–219 (2001). 

19. Croft, J. A. et al. Differences in the localization and morphology of chromosomes in the human 
nucleus. J. Cell Biol. 145, 1119–1131 (1999). 

20. Bolzer, A. et al. Three-dimensional maps of all chromosomes in human male fibroblast nuclei 
and prometaphase rosettes. PLoS Biol. 3, e157 (2005). 

21. Sun, H. B., Shen, J. & Yokota, H. Size-dependent positioning of human chromosomes in 
interphase nuclei. Biophys. J. 79, 184–190 (2000). 

22. Bench, G. S., Friz, A. M., Corzett, M. H., Morse, D. H. & Balhorn, R. DNA and total protamine 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



� 
�

masses in individual sperm from fertile mammalian subjects. Cytometry 23, 263–271 (1996). 

23. Balhorn, R., Gledhill, B. L. & Wyrobek, A. J. Mouse sperm chromatin proteins: quantitative 
isolation and partial characterization. Biochemistry (Mosc.) 16, 4074–4080 (1977). 

24. Tovich, P. R. & Oko, R. J. Somatic histones are components of the perinuclear theca in bovine 
spermatozoa. J. Biol. Chem. 278, 32431–32438 (2003). 

25. Arpanahi, A. et al. Endonuclease-sensitive regions of human spermatozoal chromatin are highly 
enriched in promoter and CTCF binding sequences. Genome Res. 19, 1338–1349 (2009). 

26. Erkek, S. et al. Molecular determinants of nucleosome retention at CpG-rich sequences in 
mouse spermatozoa. Nat. Struct. Mol. Biol. 20, 868–875 (2013). 

27. Hammoud, S. S. et al. Distinctive chromatin in human sperm packages genes for embryo 
development. Nature 460, 473–478 (2009). 

28. Gatewood, J. M., Cook, G. R., Balhorn, R., Schmid, C. W. & Bradbury, E. M. Isolation of four 
core histones from human sperm chromatin representing a minor subset of somatic histones. J. Biol. 
Chem. 265, 20662–20666 (1990). 

29. Brykczynska, U. et al. Repressive and active histone methylation mark distinct promoters in 
human and mouse spermatozoa. Nat. Struct. Mol. Biol. 17, 679–687 (2010). 

30. Noblanc, A. et al. DNA oxidative damage in mammalian spermatozoa: where and why is the 
male nucleus affected? Free Radic. Biol. Med. 65, 719–723 (2013). 

31. Zalensky, A. O. et al. Human testis/sperm-specific histone H2B (hTSH2B). Molecular cloning 
and characterization. J. Biol. Chem. 277, 43474–43480 (2002). 

32. Shaman, J. A., Yamauchi, Y. & Ward, W. S. The sperm nuclear matrix is required for paternal 
DNA replication. J. Cell. Biochem. 102, 680–688 (2007). 

33. Anachkova, B., Djeliova, V. & Russev, G. Nuclear matrix support of DNA replication. J. Cell. 
Biochem. 96, 951–961 (2005). 

34. Solov’eva, L., Svetlova, M., Bodinski, D. & Zalensky, A. O. Nature of telomere dimers and 
chromosome looping in human spermatozoa. Chromosome Res. Int. J. Mol. Supramol. Evol. Asp. 
Chromosome Biol. 12, 817–823 (2004). 

35. Ward, W. S. & Coffey, D. S. Identification of a sperm nuclear annulus: a sperm DNA anchor. 
Biol. Reprod. 41, 361–370 (1989). 

36. Kocer, A. et al. Oxidative DNA damage in mouse sperm chromosomes: Size matters. Free 
Radic. Biol. Med. (2015). doi:10.1016/j.freeradbiomed.2015.10.419 

37. Chabory, E. et al. Epididymis seleno-independent glutathione peroxidase 5 maintains sperm 
DNA integrity in mice. J. Clin. Invest. 119, 2074–2085 (2009). 

38. Zalenskaya, I. A. & Zalensky, A. O. Non-random positioning of chromosomes in human sperm 
nuclei. Chromosome Res. Int. J. Mol. Supramol. Evol. Asp. Chromosome Biol. 12, 163–173 (2004). 

39. Zalenskaya, I. A., Bradbury, E. M. & Zalensky, A. O. Chromatin Structure of Telomere Domain 
in Human Sperm. Biochem. Biophys. Res. Commun. 279, 213–218 (2000). 

40. Miller, D., Brinkworth, M. & Iles, D. Paternal DNA packaging in spermatozoa: more than the 
sum of its parts? DNA, histones, protamines and epigenetics. Reprod. Camb. Engl. 139, 287–301 (2010). 

41. Mudrak, O. S., Nazarov, I. B., Jones, E. L. & Zalensky, A. O. Positioning of chromosomes in 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



� ���

human spermatozoa is determined by ordered centromere arrangement. PloS One 7, e52944 (2012). 

42. Ioannou, D., Miller, D., Griffin, D. K. & Tempest, H. G. Impact of sperm DNA chromatin in 
the clinic. J. Assist. Reprod. Genet. 33, 157–166 (2016). 

43. Powell, D., Cran, D. G., Jennings, C. & Jones, R. Spatial organization of repetitive DNA 
sequences in the bovine sperm nucleus. J. Cell Sci. 97 ( Pt 1), 185–191 (1990). 

44. Haaf, T. & Ward, D. C. Higher order nuclear structure in mammalian sperm revealed by in situ 
hybridization and extended chromatin fibers. Exp. Cell Res. 219, 604–611 (1995). 

45. Jennings, C. & Powell, D. Genome organisation in the murine sperm nucleus. Zygote Camb. 
Engl. 3, 123–131 (1995). 

46. Zalensky, A. O., Tomilin, N. V., Zalenskaya, I. A., Teplitz, R. L. & Bradbury, E. M. Telomere-
telomere interactions and candidate telomere binding protein(s) in mammalian sperm cells. Exp. Cell 
Res. 232, 29–41 (1997). 

47. Meyer-Ficca, M., Müller-Navia, J. & Scherthan, H. Clustering of pericentromeres initiates in 
step 9 of spermiogenesis of the rat (Rattus norvegicus) and contributes to a well defined genome 
architecture in the sperm nucleus. J. Cell Sci. 111 ( Pt 10), 1363–1370 (1998). 

48. Luetjens, C. M., Payne, C. & Schatten, G. Non-random chromosome positioning in human 
sperm and sex chromosome anomalies following intracytoplasmic sperm injection. Lancet Lond. Engl. 
353, 1240 (1999). 

49. Tilgen, N., Guttenbach, M. & Schmid, M. Heterochromatin is not an adequate explanation for 
close proximity of interphase chromosomes 1--Y, 9--Y, and 16--Y in human spermatozoa. Exp. Cell 
Res. 265, 283–287 (2001). 

50. Sbracia, M. et al. Preferential location of sex chromosomes, their aneuploidy in human sperm, 
and their role in determining sex chromosome aneuploidy in embryos after ICSI. Hum. Reprod. Oxf. 
Engl. 17, 320–324 (2002). 

51. Watson, J. M., Meyne, J. & Graves, J. A. Ordered tandem arrangement of chromosomes in the 
sperm heads of monotreme mammals. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 10200–10205 (1996). 

52. Greaves, I. K., Rens, W., Ferguson-Smith, M. A., Griffin, D. & Marshall Graves, J. A. 
Conservation of chromosome arrangement and position of the X in mammalian sperm suggests 
functional significance. Chromosome Res. Int. J. Mol. Supramol. Evol. Asp. Chromosome Biol. 11, 503–
512 (2003). 

53. Solovei, I. V. et al. Unordered arrangement of chromosomes in the nuclei of chicken 
spermatozoa. Chromosoma 107, 184–188 (1998). 

54. Joffe, B. I., Solovei, I. V. & Macgregor, H. C. Ordered arrangement and rearrangement of 
chromosomes during spermatogenesis in two species of planarians (Plathelminthes). Chromosoma 107, 
173–183 (1998). 

55. Li, Y., Lalancette, C., Miller, D. & Krawetz, S. A. Characterization of nucleohistone and 
nucleoprotamine components in the mature human sperm nucleus. Asian J. Androl. 10, 535–541 (2008). 

56. Nelson, J. E. & Krawetz, S. A. Computer assisted promoter analysis of a human sperm specific 
nucleoprotein gene cluster. DNA Seq. J. DNA Seq. Mapp. 5, 329–337 (1995). 

57. Thilagavathi, J., Venkatesh, S. & Dada, R. Telomere length in reproduction. Andrologia 45, 
289–304 (2013). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



� ���

58. Ioannou, D., Millan, N. M., Jordan, E. & Tempest, H. G. A new model of sperm nuclear 
architecture following assessment of the organization of centromeres and telomeres in three-dimensions. 
Sci. Rep. 7, 41585 (2017). 

59. Hoyer-Fender, S., Singh, P. B. & Motzkus, D. The murine heterochromatin protein M31 is 
associated with the chromocenter in round spermatids and Is a component of mature spermatozoa. Exp. 
Cell Res. 254, 72–79 (2000). 

�

Acknowledgements  

The authors would like to thank the CNRS, INSERM and UCA for their financial support as well as the 
Région Auvergne Rhone Alpes for contribution to this research.  

Author Contributions  

Author CA, KA was involved in the conception and design of the experimental manipulations, assisted 

with the molecular techniques, and wrote the manuscript. DSC and GC had contributed to the 

experimental manipulations. DJR drafted and critically reviewed the manuscript. All authors have read 

and approved the manuscript.  

Abbreviations  

ART: Assisted Reproductive Technology 

Chr: Chromosome  

CT: Chromosome Territories 

FISH: Fluorescence In Situ Hybridization  

WT: Wild-Type  

Figures Legends  

Figure 1: Chromosome mapping in WT mouse sperm nucleus.�� 

Schematic representation of a wild-type (WT) mouse sperm nucleus arbitrarily divided in four regions 
(apical, dorsal, ventral and basal). The position of each selected chromosome was detected by using 
fluorescence in situ hybridization (FISH). Green (FITC) staining represents the position of chromosome 
(n= 350 spermatozoa). Nuclei were stained in blue with DAPI. Nuclei were captured in Z-stacks by 
using confocal microscopy and subjected to deconvolution (Huygens software, Netherlands). Scale bar 
represents 5μm (white line). Chr: Chromosome. 

 

Table 1: Regional mapping of chromosomes in WT and Gpx5-/- mouse sperm nuclei.  

The position of chromosomes was determined in WT and Gpx5-/- mouse sperm nucleus using FISH. 
Spermatozoa (n=350) were counted for each tested chromosome and per genotype. Chr: Chromosome. 
N.D. not-determined.  
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Figure 2: Representative image of telomeres and centromeres positions in WT mouse sperm 
nucleus.�� 

The centromere-specific histone H3 variant (CENP-A, red [A]) and telomeric probes ([B], red) were 
used in immunofluorescent or FISH approaches, respectively. Nuclei were stained in blue with DAPI. 
Nuclei were captured in Z-stacks by using confocal microscopy and subjected to deconvolution 
(Huygens software, Netherlands). The 3D models were obtained with Imaris software (Bitplane, 
Switzerland). The set of views per staining represented is a representative nucleus from a pool of 30 
spermatozoa. Scale bar in confocal images represents 5μm (white line).  

Figure 3: Representative image of chromatin components in WT mouse sperm nucleus.� 

Representative confocal and different views are shown for each component of sperm chromatin in 
mouse sperm nucleus: histone H3, histone variant H2A.Z, testis-specific histone variant TH2B, nuclear 
matrix protein Topoisomerase-II and ß-tubulin in WT mouse sperm nucleus. Nuclei are captured in Z-
stacks by using confocal microscopy and subjected to deconvolution (Huygens software, Netherlands). 
The 3D models are obtained with Imaris software (Bitplane, Switzerland). The set of views per 
component is a representative nucleus of 30 spermatozoa.  

Figure 4: NaOH-mediated or DTT-mediated mild denaturation provokes distinct effects on WT 
and Gpx5-/- nuclei.  

Nuclei were captured in Z-stacks by using confocal microscopy and subjected to deconvolution 
(Huygens software, Netherlands). The 3D models were obtained with Imaris software (Bitplane, 
Switzerland). Each group of images is a representative nucleus out of 30 spermatozoa analysed per 
condition (A=without treatment; B=with NaOH treatment and C=with DTT treatment) for each 
genotype (WT, Gpx5-/-). Nuclei were stained blue with DAPI. DTT: Dithiothreitol; NaOH: sodium 
hydroxide.  

Table 2: Three-dimensional parameters of sperm nuclei according to the treatment and genotype.  
Volume and surface area of nuclei were calculated from 3D photographs obtained of Z-stack of images 
generated with Imaris software (Bitplane, Switzerland). Nuclei were captured in Z-stacks by using 
confocal microscopy and subjected to deconvolution (Huygens software, Netherlands). The resulting 
distribution of the different parameters are shown in the table for each genotype (WT and Gpx5-/-). The 
mean is calculated on 30 spermatozoa per condition. DTT: Dithiothreitol; NaOH: sodium hydroxide. a: 
p<0.001 vs WT no treatment; b: p<0.001 vs WT NaOH; c: p<0.001 vs WT DTT; d p<0.001 vs no 
treatment/genotype.  

Supplemental  

Supplemental Table 1: Three-dimensional parameters of sperm chromosomes in WT mouse 
sperm nucleus.��

Volume and surface area of sperm chromosomes are calculated from 3D obtained of Z-stack of images 
generated with Imaris software (Bitplane, Switzerland). Chromosomes are captured in Z-stacks by using 
confocal microscopy and subjected to deconvolution (Huygens software, Netherlands). The resulting 
distribution of the different parameters are shown in the table. The mean is calculated on 30 spermatozoa 
per condition. The size of chromosome in base pairs (bp) and position are noted. NaOH: hydroxide 
sodium  

Supplemental Figure 1: Correlation of volume/surface area and size.  

The Sperman correlation graphs showing the linear relations existing between WT sperm chromosome 
volume (μm3) or surface area (μm2) and chromosome size in base pairs (bp). A: Apical; B: Basal; V: 
Ventral and D: Dorsal  
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Lateral Ventral Dorsal Ridge

Figure 3  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Nucleus no treatment WT Gpx5 -/-

Average volume (µm3) 66 54.8a

Average Area (µm2) 93.9 80.2a

Nucleus with NaOH 1.5N treatment WT Gpx5 -/-

Average volume (µm3) 109d 93.5b,d

Average Area (µm2) 138d 113.5b,d

Nucleus with DTT treatment (2mM, 
45min) WT Gpx5 -/-

Average volume (µm3) 85.3d 130.4c,d

Average Area (µm2) 108.4d 143.3c,d

Table 2 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



A) No treatment

WT Gpx5-/-

B) With NaoH 1.5N treatment

C) With DTT treatment (2mM 45min)

Figure 4 
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II.� L’appréciation des séquences liées aux histones persistantes attachées à la 

matrice nucléaire.  

Le spermatozoïde qui est une cellule hautement différenciée, possède une chromatine 

particulière établie par le remplacement des histones par des protéines encore plus basiques, les 

protamines. En effet, lors de la spermatogenèse, il y a un remplacement des histones canoniques 

par des variants d’histones puis au cours de la spermiogenèse les histones vont être à leur tour 

remplacées par les protamines. Ces dernières vont permettre la formation d’un tore contenant 

50 à 100 kb d’ADN autorisant une compaction extrême du noyau spermatique (environ sept 

fois plus petit que celui d’une cellule somatique en interphase ; Ward and Coffey, 1991). 

Néanmoins, il a été montré qu’il persistait des histones dans le noyau du spermatozoïde avec 

une large variabilité entre les espèces (Balhorn et al., 1991 ; Bench et al., 1996 ; Erkek et al., 

2013 ; Gatewood et al., 1990 ; Hammoud et al., 2009 ; Tovich and Oko, 2003).  

En utilisant des approches d’analyse globale du génome (immunoprécipitation de la 

chromatine, séquençage à haut débit), il a été déterminé que les histones persistantes 

(canoniques ou variants) dans le noyau spermatique ne sont pas distribuées au hasard et ne sont 

donc pas le résultat d’un défaut de leur remplacement par les protamines (Arpanahi et al., 2009 

; Hammoud et al., 2009, 2011).  

 

Les histones persistantes se retrouvent dans deux structures :  

-� Au niveau de courtes séquences ADN entre deux tores de protamines, attachées à la 

matrice, révélées par le fait que ces régions sont sensibles à la DNase I (figure 19 ; 

Noblanc et al., 2013 ; Sotolongo et al., 2005). 

-� Dans des solénoïdes, structures retrouvées également dans les cellules somatiques, en 

forme d’hélice, à intervalle plus ou moins régulier (figure 19 ; pour revue voir Ward, 

2010).  

Par ces approches, il a été montré que les histones persistantes sont significativement 

enrichies au niveau des promoteurs de gènes codants pour des microARN, des gènes impliqués 

dans le développement embryonnaire précoce (facteurs de transcription, gènes HOX, protéines 

de signalisation tels que Bmp4, Foxd3, Gata6 et Hoxa9, …..), de gènes soumis à l’empreinte 

parentale et de gènes impliqués dans la spermatogenèse (Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 

2009). D'autres travaux ont révélé que les histones persistantes étaient aussi associées à des 

séquences intergéniques en dehors des régions régulatrices (Erkek et al., 2013 ; Kocer et al., 

2015 ; Samans et al., 2014). En utilisant une approche d’analyse différente, Carone et al., ont 



Figure 59 : Corrélation des séquences oxydées avec celles liées à H2A.Z
A. Diagramme d'agrégation montrant l'enrichissement autour des séquences génomiques

connues pour être associées au variant d'histone H2A.Z (Creyghton et al., 2008). Des
pics uniques obtenus par analyse CISTER pour toutes les histones ont été utilisés pour
les analyses. La courbe rouge représente les séquences oxydées tandis que la courbe
verte représente les séquences aléatoires.

B. Co-localisation des régions liées à H2A.Z et celles oxydées dans le noyau spermatique
murin. L'image confocale représentative montre la localisation du variant de l’histone
H2A, H2A.Z (rouge, Alexa-555), l'oxydation de la guanine (vert, Alexa-488), le noyau
(Hoechst) spermatique de souris Gpx5-/-. Les images sont capturées en utilisant un
microscope confocale (en Z-stack). La barre d'échelle sur l'image confocale fusionnée
représente 5 μm (ligne blanche).
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montré que les nucléosomes dans le noyau spermatique murin étaient principalement distribués 

dans des régions pauvres en gènes (Carone et al., 2014). De même, Samans et al., ont montré 

dans les spermatozoïdes humains et bovins, un enrichissement en nucléosomes au sein de 

régions intergéniques distales et introniques, dans les séquences répétées centromériques et 

dans des rétrotransposons incluant les LINE et SINE (Samans et al., 2014). Toutefois, en 

utilisant une autre stratégie de bioanalyse adaptée pour analyser la similarité entre les séquences 

répétées, une équipe concurrente n'a pas été capable de reproduire ces résultats (Royo et al., 

2016). Ces données plutôt contradictoires peuvent s'expliquer en partie par des approches de 

bioanalyses différentes ainsi que par les techniques de purification de l’ADN spermatique 

employées. A ce jour, il n'y a donc pas de véritable consensus sur les séquences ADN des 

spermatozoïdes de Mammifères qui restent associées aux histones. Nos travaux ont, en 

particulier, mis en avant que les régions d’attachement de la chromatine spermatique à la 

matrice nucléaire sont elles aussi riches en histones (figures 23 et 47 ; Kocer et al., 2015). Ces 

régions sont écartées lors des protocoles classiques de purification de l’ADN car solidement 

associées à la matrice nucléaire.  

Ainsi, afin d’identifier ces séquences enrichies en histones et liées à la matrice nucléaire 

nous avons mis au point une approche de chromatin immunoprecipitation (ChIP-seq) sur 

chromatine spermatique murine. Ce protocole vise à séparer l’ADN associé aux histones 

persistantes liées ou non à la matrice afin d’identifier les gènes retrouvés dans chacune des 

fractions (liés ou non à la matrice nucléaire). Nous espérons que cette étude apportera une 

meilleure connaissance sur la distribution des histones dans le noyau spermatique murin.  

La chromatine spermatique a été obtenue à partir de spermatozoïdes de souris sauvages 

(WT) et Gpx5-/-, puis immunoprécipitée en utilisant les anticorps dirigés contre l’histone H3 

(contrôle positif), le variant d’histones TH2B et l’IgG (contrôle négatif). Par ailleurs, nous 

souhaitions confirmer la corrélation que nous avions observée entre les séquences oxydées et 

celles liées à H2A.Z, c’est pourquoi nous avons aussi utilisé un anticorps dirigé contre le variant 

H2A.Z (figure 59 ; Creyghton et al., 2008 ; Kocer et al., 2015 ; données non publiées). Le 

protocole de ChIP sur la chromatine spermatique permettant de séparer les régions histones 

liées ou non à la matrice nucléaire (figure 52) a été réalisé en triplicats. 

Dans une analyse préliminaire des immunoprécipitations, nous constatons la présence 

de séquences d’intérêts dans les différentes fractions récupérées avant l’immunoprécipitation. 

L’étape de sonication permet de récupérer des séquences comprises entre 200 et 1000 pb, 

observables au niveau des surnageants (smears). Les smears ne sont pas visibles en gel 



Figure 60 : Contrôle des séquences récupérées au niveau surnageant.
L’ADNA. spermatique extrait est purifié et soniqué afin de le fragmenter. La taille des
fragments d’ADN est analysée par électrophorèse, en présence de bromure
d’éthidium (BET), présence de smears entre 200 et 1000 pb dans les surnageants.
Absence de smears dans la fraction nucléaire (culot) car la quantité d’ADN récupéré
est faible.
ContrôleB. de la présence dans le surnageant de gènes connus pour être liés aux
histones persistantes H3 et H2A.Z (Gata6 et Foxd3 ; Brykczynska et al., 2010).
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d’agarose dans la fraction culot car l’ADN récupéré est en trop faible quantité (Figure 60A). 

Les résultats de RT-PCR quantitative avec les gènes identifiés comme liés aux histones H3 et 

H2A.Z montrent que l’immunoprécipitation a bien fonctionné (figure 60B ; Brykczynska et al., 

2010). La suite des données sera obtenue par le séquençage de l’ADN immunoprécipité (budget 

en attente) qui devrait nous permettre de discriminer les séquences liées aux histones 

persistantes et attachées à la matrice nucléaire, de celles liées aux histones et non-attachées à la 

matrice nucléaire. Par la suite, en utilisant la même approche analytique que nous avons 

employé précédemment (Kocer et al., 2015), nous analyserons les séquences ainsi récupérées. 

Il sera intéressant de confronter nos futures données à celles des différentes études publiées 

(Brykczynska et al., 2010 ; Carone et al., 2014 ; Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 2009 ; 

Royo et al., 2016 ; Samans et al., 2014). Nous pourrons aussi comparer les séquences obtenues 

avec celles oxydées obtenues par notre équipe en 2015 et voir si nous avons une relation entre 

les séquences liées aux histones persistantes, attachées à la matrice nucléaire et l’oxydation de 

l’ADN (Kocer et al., 2015). 

 

Avec cette analyse, nous espérons répondre aux questions suivantes : 

� Les nucléosomes sont-ils retenus principalement dans les îlots CpG (Erkek et al., 

2013) ? 

� Les nucléosomes sont-ils retenus principalement dans les régions intergéniques 

pauvres en gènes (Carone et al., 2014 ; Kocer et al., 2015) ?  

� Quelles sont les séquences préférentiellement associées aux régions histone-liées et 

matrice nucléaire associées ?  

 

En parallèle, des approches expérimentales telles que l’immuno-FISH permettront de 

confirmer les données ainsi obtenues. A terme, cette analyse d’immunoprécipitation de la 

chromatine spermatique permettra d’apporter une meilleure connaissance concernant le rôle 

des nucléosomes spermatiques lors de la formation du pronucleus mâle et le développement 

embryonnaire. Ces dernières années, il a été montré que la matrice nucléaire spermatique était 

impliquée dans la formation du pronucleus mâle et la réplication de l’ADN après la fécondation 

(Linnemann et al., 2009 ; Shaman et al., 2007a, 2007b). Ainsi, l’injection intracytoplasmique 

d’ADN spermatique nu seul ou co-injecté avec une matrice nucléaire spermatique isolée dans 

un ovocyte ne permet ni la formation du pronucleus mâle ni la réplication de ce dernier. Tandis 

que l’injection de matrice nucléaire spermatique uniquement associée aux courts fragments 

d’ADN à la base des tores (c’est-à-dire des fragments d’ADN associés aux matrix attachment 
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regions [ou MAR] spermatiques et donc contenant des histones persistantes), autorise la 

formation du pronucleus mâle et sa réplication, malgré une dégradation de l’ADN spermatique 

allant de 20% à 50% (Shaman et al., 2007a, 2007b). Nous pouvons donc nous demander si les 

histones persistantes qui sont liées à la matrice nucléaire peuvent avoir également un rôle dans 

ces processus. Des données évoquent la transmission et le rôle des histones persistantes 

spermatiques dans le développement précoce post-fécondation et la formation du pronucleus 

mâle (van der Heijden et al., 2006 ; Yamauchi et al., 2011). Par exemple, le variant de l’histone 

H3, H3.3 joue un rôle essentiel dans le zygote pendant la phase S lors de la transcription des 

domaines péri-centromériques déclenchant leur inhibition après le premier cycle cellulaire par 

l'acquisition de la méthylation H3K27 dans le pronucleus mâle (Santenard et al., 2010). Par 

ailleurs, le spermatozoïde porte également des modifications des histones. Par exemple la 

méthylation sur l’histone H3, H3K4me2 a été retrouvée au niveau des promoteurs des gènes 

des facteurs de transcription impliqués dans le développement, tandis que H3K9me3 est 

retrouvée dans les régions péri-centromériques. De plus, H3K4me3 sont associées aux 

promoteurs de gènes du développement, ie. les promoteurs des clusters de gènes HOX, alors 

que les marques H3K27me3 sont enrichies sur les promoteurs de gènes du développement qui 

sont réprimés dans l’embryon au stade précoce incluant les promoteurs bivalents, 

H3K4me3/H3K27me3 (Erkek et al., 2013 ; Hammoud et al., 2009). Ainsi, ces histones 

canoniques et les variants qui persistent dans le génome paternel après la spermatogenèse 

semblent jouer un rôle essentiel dans le développement précoce de l’embryon et la formation 

du pronucleus mâle en lien avec la matrice nucléaire.  
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     III.      Impact du stress oxydant sur l’intégrité de l’épigénome spermatique  

Ces dernières années, il a été montré que le spermatozoïde, une cellule 

transcriptionnellement et traductionnellement inactive (Bhatnagar et al., 1983 ; Gatewood et 

al., 1990), ne transmet pas uniquement le génome paternel à l’ovocyte lors de la fécondation 

mais aussi une information épigénétique (pour revue voir annexes Champroux et al., 2018). 

Outre le génome haploïde et les différentes marques épigénétiques portées par l’ADN lui-même 

(méthylation) et par les protéines qui constituent la chromatine (histones persistantes et leurs 

modifications post-traductionnelles), les spermatozoïdes apportent également un ensemble 

d’ARN (codants et non-codants).  

  

 D’une façon générale, la méthylation de l’ADN qui correspond à l’ajout d’un 

groupement méthyl sur le cinquième carbone de la cytosine, permet d’organiser la chromatine 

ainsi que la régulation de l’expression des gènes (Jones, 2012). La méthylation de l’ADN a un 

rôle d’inhibition de la transcription en conduisant à un encombrement stérique du grand sillon 

de l’hélice d’ADN et inhibant le recrutement des facteurs de transcription (Iguchi-Ariga and 

Schaffner, 1989 ; Nan et al., 1998 ; Prendergast and Ziff, 1991 ; Sasai and Defossez, 2009). La 

méthylation est retrouvée principalement au niveau des séquences répétées (rétrotransposons 

LINE et SINE, régions péri-centromériques), qui représentent près de la moitié du génome 

(Yoder et al., 1997). Cette méthylation de l’ADN est assurée par des ADN méthyltransférases 

(DNMT) classées en deux catégories selon qu’elles agissent de novo ou pour la maintenance 

des marques (Chen and Li, 2004 ; Holliday and Pugh, 1975). Selon le type cellulaire et la 

période de développement, le génome est plus ou moins méthylé (Bird, 1986 ; Bogdanović and 

Veenstra, 2009). Après la fécondation, le noyau spermatique va subir une déméthylation, 

cruciale pour établir la pluripotence des cellules embryonnaires. Ainsi, avant la réplication, le 

méthylome du noyau paternel va être reprogrammé principalement par un processus 

enzymatique. La cytosine méthylée va être reconnue et oxydée par des enzymes ten-eleven 

translocation (TET) conduisant à la formation de la 5-hydroxyméthylcyotsine (5hmC) ; elle-

même transformée en 5-formylcytosine (5fC) et 5-carboxycytosine (5caC ; Tahiliani et al., 

2009). Après la mise en place de ces dérivés oxydés de la cytosine méthylée (5hmC, 5fC et 

5caC), ces marques seront finalement transformées en cytosine non méthylée par la voie de 

réparation de l'ADN, TDG-BER (pour thymidine DNA glycosylase-base excision repair) 

indépendante de la réplication (Kohli and Zhang, 2013). En accord avec la déméthylation 

massive du pronucleus mâle après la fécondation une accumulation de 5hmC a été observée 

(Amouroux et al., 2016 ; Gu et al., 2011 ; Iqbal et al., 2011). Néanmoins, certaines                
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régions ne seront pas déméthylées dans le pronucleus mâle telles que les régions contenant les 

éléments transposables, les gènes à empreinte parentale comme Igf2/H19, Kcnq1, etc. et les 

séquences répétées types LINE et SINE (Lane et al., 2003). L’absence de déméthylation de ces 

régions est assurée par des protéines telles que Stella (ou PGC7), Zfp57 ou Trim28 retenues au 

niveaux de ces régions (Nakamura et al., 2007 ; Quenneville et al., 2011 ; Zuo et al., 2012). Des 

études récentes ont montré que l’invalidation de l’une de ces protéines conduit à une létalité 

embryonnaire due en partie à des défauts d’expression de gènes à empreinte (Messerschmidt et 

al., 2012) ou à une levée de la répression des rétrotransposons (Kim et al., 2016).  

 

 Des erreurs dans l’établissement de la méthylation du génome paternel via les DNMT 

lors de la spermatogenèse ou lors de l’effacement de celle-ci après la fécondation sont à 

l’origine d’infertilités ou de défauts de développement embryonnaire. La perte de la 

méthylation résulte soit d’une délétion ou d’une mutation dans la séquence génique 

(Horsthemke, 2014), d’une disomie parentale (Yamazawa et al., 2010) ou encore d’une 

épimutation qui correspond à une altération de la méthylation (Delaval et al., 2006). D’autres 

facteurs peuvent affecter le méthylome spermatique tels que les facteurs environnementaux 

(pour revue voir : Pacchierotti and Spanò, 2015). 

 

De façon similaire, l’utilisation des procédures de procréation médicalement assistée 

(PMA) peuvent altérer les marques épigénétiques de loci à empreinte parentale en affectant leur 

expression (pour revue voir : Canovas et al., 2017). Plusieurs études ont rapporté un lien entre 

la PMA et des défauts d’empreintes parentales. L’incidence d’obtenir des enfants avec un 

syndrome de type Angelman, Prader-Willi, Beckwith-Wiedmann (Chang et al., 2005), Silver-

Russell (Chopra et al., 2010) ainsi que des rétinoblastomes (Marees et al., 2009) est plus élévée 

chez les enfants conçus par PMA comparés à ceux nés de fécondations naturelles (Amor and 

Halliday, 2008 ; Iliadou et al., 2011 ; Kelley-Quon et al., 2013). Les études montrent en 

particulier que des enfants conçus par ICSI présentant un syndrome de Beckwith-Wiedmann 

ou de Silver-Russell ont une hypométhylation de la région Igf2/H19 (Chang et al., 2005 ; 

Chopra et al., 2010).  

 

 Comme pour la méthylation (5mC), des études récentes montrent que la marque 5hmC 

est présente au sein du noyau des cellules somatiques telles que les cellules neurales et 

n’interviendrait donc pas uniquement dans le processus de déméthylation. Il est proposé qu’elle 

serait aussi un acteur du contrôle de l’expression génique (Almeida et al., 2012) qui pourrait 
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être impliqué dans le développement de maladies si cette marque était dérégulée. En effet, des 

analyses de séquençage à haut débit montrent que la 5hmC est enrichie sur des promoteurs 

bivalents de gènes et de régions enhancers (Branco et al., 2011 ; Pastor et al., 2011). De plus, 

de nombreuses études ont montré que la dérégulation de la 5hmC est liée à des troubles 

neurologiques et psychiatriques. Un certain nombre de situations tel le syndrome de Rett 

(Szulwach et al., 2011), le vieillissement et la maladie d'Alzheimer (Chouliaras et al., 2013 ; 

López et al., 2017 ; Shu et al., 2016), les mélanomes (Fu et al., 2017 ; Papale et al., 2017), la 

maladie de Huntington (Villar-Menéndez et al., 2013 ; Wang et al., 2013), les syndromes de 

tremblement/ataxie associés à la fragilité du chromosome X (FXTAS ; Yao et al., 2014), 

l’ataxie-télangiectasie (Li and Jiang, 2015), la schizophrénie, les troubles bipolaires et la 

dépression (Matrisciano et al., 2013 ; Tseng et al., 2013), l’autisme (Peñagarikano et al., 2011) 

sont associé à des changements significatifs du profil de 5hmC que ce soit en termes de 

distribution altérée de la 5hmC soit du ratio 5hmC/5mC perturbé.  

 

Néanmoins, même si des erreurs des protéines TET peuvent en partie expliquer ces 

défauts, les causes sous-jacentes de la variation de la quantité de 5hmC au sein du noyau des 

cellules restent à être explorées. Des modèles murins invalidés pour une, voire les trois enzymes 

TET ont été créés pour étudier les variations de 5hmC au sein de l’organisme (pour revue voir : 

Wu and Zhang, 2017). Par exemple, les souris invalidées pour Tet1 présentent des défauts au 

niveau de l’hippocampe (Dawlaty et al., 2011 ; Moran-Crusio et al., 2011 ; Rudenko et al., 2013 

; Zhang et al., 2013) ; tandis que l’invalidation de Tet3 cause un arrêt de développement des 

embryons (Dawlaty et al., 2014 ; Gu et al., 2011). Des mutations du gène Tet2 entrainent des 

lymphomes ou des cancers myéloïdes chez l’homme et la souris (Langemeijer et al., 2009). 

Dans ces modèles murins ou dans les cellules cancéreuses, la baisse de l’activité des TET est 

associée à une diminution de la marque 5hmC (Haffner et al., 2011 ; Yang et al., 2013). Malgré 

cela, les rôles et les mécanismes associés à la 5hmC restent peu documentés. 

 

 Quelques études montrent déjà que le profil 5hmC peut varier en réponse à certaines 

situations. Chez la souris, un changement du profil de la marque 5hmC sur des gènes impliqués 

notamment dans la neurotransmission (canal potassium Kcnx) ou dans la voie Notch, a été 

rapporté dans l’hippocampe après un stress aigu (test de nage en continu sur 30 min ; Li et al., 

2016). De même, une augmentation des marques 5hmC est observée au sein de cellules 

pancréatiques cancéreuses conduisant à une régulation positive de gènes oncogéniques tels que 

Myc impliqué dans la néoplasie (Bhattacharyya et al., 2017). De façon étonnante en contexte 
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de stress oxydant suite à l’invalidation des enzymes Gpx1/2 chez la souris il a été montré, après 

analyse globale du génome, une baisse des marques 5hmC (Delatte et al., 2015). Néanmoins, 

les auteurs notent que quelques régions du génome présentent au contraire une augmentation 

de l’hydroxyméthylation en réponse au stress oxydant. Cette augmentation de 

l’hydroxyméthylation est notamment retrouvée dans des séquences codant pour des micro-

ARN impliqués dans la réponse au stress oxydant (Delatte et al., 2015). Les auteurs notent que 

l’activité des enzymes TET est affectée en réponse au stress oxydant ce qui conduit à un 

changement dans le profil de la 5hmC (Chia et al., 2011 ; Delatte et al., 2015). Malgré ces 

observations contradictoires, il a néanmoins été proposé que l’augmentation avec l’âge du stress 

oxydant (en raison de l’installation d’un déséquilibre dans le recyclage/génération des espèces 

oxygénées réactives) pouvait modifier les profils de 5mC en 5hmC (pour revue voir : Rang and 

Boonstra, 2014). Plus récemment, une augmentation du profil 5hmC a été montré associée à 

des infertilités (Efimova et al., 2017 ; Wang et al., 2015) mais les mécanismes qui conduisent 

à cette augmentation chez ces patients infertiles sont encore obscurs.  

 

Ainsi plusieurs questions émergent de ces situations :  

� L’activité des enzymes TET est-elle perturbée par les situations de stress oxydant ?  

� La 5-méthylcytosine peut-elle être oxydée de façon spontanée, en contexte pro-oxydant 

sans intervention enzymatique (Madugundu et al., 2014), comme c’est le cas pour 

d’autres bases de l’ADN telle que la guanine (pour revue voir : Kino et al., 2017). 

 

Étant donné la susceptibilité particulière du spermatozoïde vis-à-vis du stress oxydant 

et les impacts développementaux que nous (et d’autres auteurs) avons observés lorsque des 

fécondations sont réalisées avec des spermatozoïdes dont les noyaux présentent des altérations 

oxydantes (Chabory et al., 2009 ; Sabeti et al., 2016) nous pouvons nous poser la question de 

savoir si l’altération des profils de 5mC en 5hmC est en partie en cause ? Cette question, outre 

son importance fondamentale, est particulièrement pertinente en clinique où les techniques de 

procréation médicalement assistée (PMA) exposent éventuellement les gamètes mâles à des 

situations d’oxydation lors des phases de sélection et de cryopréservation des gamètes. A ce 

titre, les modèles murins transgéniques que nous avons développé dans l’équipe, s’avèrent être 

très pertinents pour tester l’impact d’un stress oxydant post-testiculaire sur l’intégrité du 

méthylome spermatique. Par extension, si le profil 5hmC des spermatozoïdes est altéré dans 

une situation de stress oxydant, quelles peuvent être les conséquences sur la descendance ? En 

particulier, nous pouvons faire l’hypothèse qu’une perturbation du profil de 5hmC pourrait 



Figure 61 : Immunoblot sur l’ADN spermatique de souris sauvages vs transgéniques.
Une approche d’immunoblot a permis de quantifier la présence de l’oxydation de la guanine (A),
de la méthylation de la cytosine (B) et de l’hydroxyméthylation (C) dans le noyau spermatique de
souris sauvages et invalidées pour Gpx5, Sngpx4 et les deux.
Le graphe représente une quantification des immunoblots pour la quantité 100 ng d‘ADN (n=3).
DKO : Sngpx4;Gpx5 -/-
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perturber la reprogrammation épigénétique du pronucleus mâle après la fécondation (c’est-à-

dire provoquer la déméthylation anormale de certaines régions qui normalement devraient 

rester méthylées).  

 

A. Quantification de la méthylation de l’ADN spermatique 

Afin de quantifier la 5mC et la 5hmC dans le noyau spermatique des individus WT et 

transgéniques (Gpx5-/-, Sngpx4-/- et Sngpx4;Gpx5-/- aussi dénommée DKO), nous avons réalisé 

un immunoblot sur de l’ADN spermatique en utilisant des anticorps spécifiques de ces résidus 

méthylés ou hydroxyméthylés (tableau 4). Nous avons également quantifié en parallèle le taux 

d’oxydation de l’ADN spermatique (marquage 8-OHdG) dans ces différents génotypes. 

L’immunoblot a été réalisé sur trois expériences différentes avec des lots différents d’ADN afin 

d’établir des quantifications statistiques minimales de chacune des marques. L’image présentée 

est représentative d’un immunoblot et la quantification a été réalisée sur les trois expériences 

et représentée en fold par rapport au WT (figure 61).  

 

Concernant le niveau d’oxydation nucléaire spermatique (figure 61A), nous observons 

une augmentation de l’oxydation de l’ADN chez les souris Gpx5-/- et de façon plus importante 

chez les souris DKO et le contrôle positif dans lequel les spermatozoïdes de souris WT ont été 

traités avec du peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ceci est en accord avec nos résultats antérieurs 

déjà publiés (Chabory et al., 2009 ; Noblanc et al., 2013). De façon surprenante, concernant le 

niveau de 5mC (figure 61B) nous observons une augmentation significative (x2) de la 5mC 

chez les souris Gpx5-/- et DKO et de moindre importance sur l’ADN des spermatozoïdes WT 

traités avec l’H2O2. Ces résultats préliminaires laissent suggérer qu’il y a une augmentation du 

profil 5mC spermatique chez les animaux transgéniques en contexte de stress oxydant. 

Concernant le niveau de 5hmC, en accord avec l’hypothèse qu’une situation de stress oxydant 

post-testiculaire pourrait augmenter le niveau d’oxydation des 5mC, nous observons une 

augmentation de la 5hmC sur les spermatozoïdes de nos modèles de souris transgéniques Gpx5-

/- (x2) et DKO (x5). Nous observons également sur l’échantillon WT contrôle traité par l’H2O2 

une augmentation importante de la 5hmC (figure 61C). Le fait que nous puissions observer 

dans l’échantillon WT contrôle traité à l’H2O2 une augmentation significative des marques 

5hmC démontre clairement qu’une situation oxydante post-testiculaire ex-vivo peut provoquer 

spontanément (c’est-à-dire en dehors d’un mécanisme dépendant des TET) une augmentation 

de l’oxydation de la 5mC du noyau spermatique. 
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Figure 63 : Identification des régions 5hmC au sein du noyau spermatique
Utilisation du Kit Epimark® pour identifier les régions 5hmc/5mC. Validation du protocole après
digestion puis amplification par PCR (A). Parmi les séquences à empreinte parentale Snrpn correspond
à un gène méthylé maternellement (B) et H19 paternellement (C). Le SINE Chr19 correspond à une
séquence oxydée dans le noyau spermatique de souris Gpx5-/- (D).
WT en bleu, Gpx5-/- en orange et DKO en gris. DKO : Sngpx4;Gpx5 -/- ; SINE : Short Interspersed
Nuclear Element

Figure 62 : Augmentation de la 5hmC dans l’ADN spermatique des souris transgéniques.
Afin de quantifier une augmentation de l’oxydation de la 5-méthylcytosine nous établissons le ratio 
5hmC/5mC à partir de chaque immunoblot (figure 59). DKO : Sngpx4;Gpx5 -/-.
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Si nous comparons les ratios 5hmC/5mC dans chacun des contextes (figure 62), nous 

constatons que ce ratio augmente chez les souris Gpx5-/-, Sngpx4-/- et DKO ainsi que pour 

l’ADN de spermatozoïdes WT soumis à l’H2O2 confirmant qu’indépendamment de la 

stimulation des marques 5mC par la situation pro-oxydante on assiste dans chaque cas à une 

augmentation de la 5hmC.  

 

2.� Identification des régions génomiques associées à la marque 5hmC  

Afin d’identifier les régions associées aux marques 5hmC, nous avons utilisé le kit 

EpiMark® qui permet de convertir la 5hmC en 5ghmC. Ce traitement empêche les enzymes de 

restriction MspI/HpaII de digérer les régions initialement 5hmC. En conséquence, les séquences 

portant la marque 5hmC restent intactes et amplifiables par PCR (figure 63A). A l’inverse, les 

régions qui portent des 5mC ou des C non méthylées seront digérées différentiellement par 

MspI/HpaII et donc non amplifiables par PCR. En effet, MspI coupe les régions méthylées et 

non méthylées et HpaII ne coupe que les régions non méthylées (figure 53). Nous avons testé 

ce kit sur l’ADN spermatique des souris WT, Gpx5-/-et DKO en ciblant des séquences 

régulatrices de gènes connus comme étant soumis à l’empreinte parentale paternelle (ou DMR) 

tel que H19. En parallèle, nous avons aussi ciblé un gène non méthylé dans le noyau paternel 

(Snrpn) qui sera un contrôle de l’absence de méthylation dans l’ADN spermatique. Enfin, nous 

avons testé également une région SINE retrouvée oxydée suite à l’analyse bio-informatique des 

séquences spermatiques oxydées dans le modèle de souris Gpx5-/- (figure 50 ; tableau 5 ; Kocer 

et al., 2015).  

 

Ainsi, si la région est hydroxyméthylée, nous avons une amplification par PCR après la 

digestion par MspI (puits 1) et si cette région est méthylée, nous attendons une amplification 

après digestion par HpaII (puits 2). Le gène Snrpn n’est pas méthylée dans le spermatozoïde. 

Nous n’observons pas d’amplification de cette région après digestion par MspI et HpaII (puits 

1 et 2) confirmant ainsi l’absence de méthylation mais aussi d’hydroxyméthylation (figure 

63B). Le gène H19 quant-à-lui est connu pour être méthylé dans le spermatozoïde. Nous 

observons bien qu’après la digestion par HpaII (puits 2), une amplification de cette région est 

possible particulièrement chez les souris transgéniques démontrant une augmentation de la 

méthylation de cette région dans ces contextes génétiques pro-oxydant. Néanmoins, il n’y a pas 

d’amplification après digestion par MspI (puits 1) ce qui indique donc que cette région ne 

présente pas de 5hmC (figure 63). Les résultats obtenus par cette stratégie montrent une 

augmentation de la 5mC chez les souris transgéniques et sont en accord avec les résultats 



5mC-Alexa-488 Hoechst Fusionnée 

Figure 64 : Co-localisation de la méthylation et de l’hydroxyméthylation dans le noyau
spermatique.
L'image confocale représentative montre la méthylation des cytosines (Alexa-488),
l’hydroxyméthylation (Alexa 555) dans le noyau de spermatozoïde (Hoechst) murin wild-type. La barre
blanche sur l’image fusionnée représente l'échelle (5 μm).

5hmC-Alexa-555
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immunoblots présentés précédemment (figure 63D). Les régions connues comme étant des 

régions à empreinte maternelle ne sont pas méthylées dans le génome spermatique (contrôle 

négatif ; figure 61B ; Snrpn) en accord aussi avec ce qui était attendu. Néanmoins, aucune des 

régions géniques arbitrairement choisies ne présentent la marque 5hmC (figure 63C et D et 

tableau 5).  

 

C.� Immunolocalisation de la méthylation spermatique  

Après extraction des spermatozoïdes de la queue d’épididyme de souris wild-type (WT), 

nous procédons à une immunofluorescence en conditions dénaturantes pour localiser la 5-

méthylcytosine (5mC) et la 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC). Nous montrons que la 5-

méthylcytosine et la 5-hydroxyméthylcytosine sont localisées dans les régions périphériques et 

basales du noyau spermatique murin (figure 64).  

 

Les résultats préliminaires que nous présentons ici tendent à confirmer qu’un stress 

oxydant au niveau épididymaire, peut modifier le méthylome spermatique. En effet, nous 

constatons une augmentation de la 5-méthylcytosine (5mC) dans l’ADN des souris 

transgéniques par deux approches différentes (immunoblot et le kit EpiMark®). Nous 

constatons également une augmentation de la 5-hydroxyméthylcytosine par l’approche 

d’immunoblot uniquement.  

Nous montrons que par une approche d’immunofluorescence, les régions méthylées 

(5mC) et hydroxyméthylées (5hmC) semblent co-localiser avec les régions oxydées (figures 

47, 64). Néanmoins, nous n’avons pas pu identifier de façon précise les régions 

hydroxyméthylées (5hmC) chez les souris transgéniques.  

 

Cette approche devra être poursuivie en choisissant dans un premier temps d’autres 

régions connues pour être méthylées dans le noyau spermatique, voire rapportées pour être 

hydroxyméthylées dans d’autres types cellulaires.  Par exemple les cellules neurales soumises 

à un stress (Li et al., 2016 ; Popoli et al., 2011) où les gènes intervenant dans la voie Notch et 

ceux codant pour des canaux potassium (Kcnx) ont été montrés hydroxyméthylés (Li et al., 

2016 ; Popoli et al., 2011). Il faut cependant garder en mémoire qu’au cours de l’analyse des 

séquences oxydées rapportées dans notre étude précédente (Kocer et al., 2015), nous n’avons 

trouvé aucune corrélation entre les séquences oxydées et des régions méthylées hormis les 

régions SINE (figure 50). Il sera à terme nécessaire d’entreprendre une approche d’analyse 

globale du génome afin d’identifier les régions méthylées et différentiellement 
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hydroxyméthylées entre les souris WT, Gpx5-/- et DKO (Booth et al., 2013 ; Khoueiry et al., 

2017 ; Kirschner et al., 2018) et de les comparer avec celles oxydées analysées précédemment 

(Kocer et al., 2015).  

 

Ainsi, à ce stade nous avons pu montrer qu’un stress oxydant épididymaire peut 

partiellement modifier l’organisation de la chromatine ainsi que l’épigénome spermatique. La 

suite de mon projet a été de savoir si un apport en antioxydants pouvait corriger les dommages 

oxydants à l’ADN spermatique.  
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Figure 65 : Taux de gestation en fonction du pourcentage d’ADN spermatique fragmenté.
Le pourcentage d’ADN spermatique a été évalué par la technique de SCSA « sperm chromatin structure
assay » . Le taux de gestation a été évalué pour chaque couple dont l’infertilité était principalement liée
à l’homme, (n= 125 patients regroupés en groupes classés selon le nombre de FIV ou ICSI réalisées).
DFI : DNA fragmentation index.
(Modifiée d’après Speyer et al., 2010).
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Figure 66 : Taux de fragmentation de l’ADN spermatique est corrélé à la diminution de la mobilité
spermatique et à une augmentation du taux d’avortements en PMA.
Plus la fragmentation de l’ADN spermatique augmente (DFI) plus la mobilité du spermatozoïde
diminue (A). Plus le DFI augmente plus les avortements d’embryons sont fréquents (B).
Mesure du taux de fragmentation de l’ADN spermatique (DFI) par SCSA® (Sperm chromatin structure
assay); DFI : DNA fragmentation index, Fécondation in vitro (FIV) ou ICSI (intracytoplasmic sperm
injection).
(Modifiée d’après Lin et al., 2008).

A B



Résultats  
�

� ���

IV.� Une supplémentation orale antioxydante peut-elle corriger le stress oxydant 

épididymaire ? 

 

Title: A novel antioxidant formulation designed to treat male infertility associated with 

oxidative stress: promising preclinical evidence from animal models. 

 

P. Gharagozloo#1, A. Gutiérrez-Adan2, A. Champroux3, A. Noblanc3, A. Kocer3, A. Calle2, S. 

Pérez-Cerezales2, E. Pericuesta2, A. Polhemus1, A. Moazamian1, J.R. Drevet3, and R.J. 

Aitken4,5 
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Callaghan, NSW 2308, Australia 
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Introduction  

La fécondation et le développement embryonnaire dépendent en grande partie de 

l’intégrité du génome paternel. Les techniques pour évaluer les dommages à l’ADN 

spermatique (tableau 1) ne sont pas utilisées couramment par les centres de procréation 

médicalement assistée (PMA) où seules la mobilité, la morphologie et, éventuellement la 

numération sont prises en compte. Cependant, 50% des infertilités masculines dites 

idiopathiques présentent une semence normale après les analyses de routine (pour revue voir : 

Ray et al., 2012). Une partie de ces infertilités est fortement liée aux dommages à l’ADN 

spermatique tels que : les défauts de compaction, la fragmentation et l’oxydation. En effet, il 

est clairement admis par les cliniciens et les chercheurs qu’il existe une corrélation étroite entre 

les échecs de procréation (en conception naturelle ou en PMA) et les taux de fragmentation de 

l’ADN (Evenson and Wixon, 2006 ; Zhang et al., 2008) ou les atteintes oxydantes de l’ADN 

spermatique (Aitken and De Iuliis, 2010 ; Shen et al., 1999). Des approches ont ainsi été mises 

en place afin de mesurer le taux de fragmentation au sein du noyau spermatique telles que le 

TUNEL ou le SCSA pour sperm chromatin structure assay (Evenson et al., 1999 ; Evgeni et 

al., 2014). Il a été montré qu’au-delà d’un seuil de 30% de fragmentation de l’ADN (DFI>30), 



Figure 68: Le Fertilix® n’affecte pas la compaction de la chromatine spermatique.
A) Photos représentant un spermatozoïde ayant une tête non décondensée (à gauche) ou décondensée

(à droite). Le trait blanc représente l’échelle (5 µm).
B) Les spermatozoïdes ont subi un traitement de décondensation via un agent réducteur, (le

dithiothréitol, DTT). Après coloration de Shorr, le pourcentage des spermatozoïdes décondensés a
été établi. Un test de Mann-Whitney a été réalisé pour les analyses statistiques.

n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®.

0

5

0

5

0

5

0

5

0

5

Figure 67 : Le Fertilix® n’améliore pas la fertilité.
Les souris mâles de chaque groupe ont été croisées avec des femelles sauvages CD1 et le délai de
conception (A) ainsi que le nombre de petits par portée (B) ont été établis. Les barres d’erreur
représentent les sommes des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été réalisé.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®.
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évaluées par ces techniques, les échecs en conception naturelle ou artificielle sont plus 

importants (Boe-Hansen et al., 2006 ; Evenson et al., 1999 ; Lin et al., 2008 ; Rex et al., 2017 ; 

Speyer et al., 2010 ; figures 65, 66). Malgré ces observations cliniques, la mesure de la 

fragmentation de l’ADN spermatique n’est pas inscrite dans l’évaluation des paramètres 

spermatiques établie par l’OMS de même que les atteintes oxydantes. De manière générale, 

aucune mesure de l’intégrité du noyau spermatique est réalisée bien que l’importance de ce 

critère dans la réussite de la fécondation et le développement embryonnaire soit démontré (pour 

revue voir : Ioannou et al., 2016). 

Ainsi, l’évaluation des dommages à l’ADN (fragmentation, oxydation) pourrait 

permettre une meilleure prise en charge des patients présentant des infertilités. Une première 

stratégie serait de développer une technique pour isoler les spermatozoïdes présentant peu ou 

pas de dommages à l’ADN avant leur utilisation en PMA. Certaines techniques de sélection 

existent déjà, comme les centrifugations sur gradient de densité (Percoll®), le « swim-up » et le 

MSOME (Motility sperm organelle morphology examination qui caractérise les vacuoles), 

cependant ces techniques permettent de sélectionner les spermatozoïdes mobiles et 

morphologiquement normaux sans présumer de leur niveau de dommages à l’ADN (Sakkas et 

al., 2000). De plus, ces techniques, qui imposent une manipulation des spermatozoïdes, sont 

elles-mêmes sources de dommages oxydants à l’ADN (Agarwal et al., 2006 ; Alvarez and 

Storey, 1992 ; Arias et al., 2017 ; Goto et al., 1993 ; Rappa et al., 2016 ; Shekarriz et al., 1995 

; Drevet, 2017).  

Une autre stratégie serait de traiter les hommes infertiles dont les spermatozoïdes 

présentent des dommages oxydants, avec des antioxydants. En effet, plusieurs études ont 

montré une diminution dans le liquide séminal de nombreux antioxydants et/ou une 

augmentation du niveau des molécules oxydantes chez des hommes infertiles comparés à des 

hommes fertiles (Ahmadi et al., 2016 ; Aitken and Clarkson, 1987 ; Alvarez and Storey, 1992 

; Fraga et al., 1996). Par exemple, des fumeurs présentent une diminution de la concentration 

en α-tocophérol dans le liquide séminal conduisant à une augmentation de la guanine oxydée 

au niveau du noyau spermatique (Fraga et al., 1996). Des patients asténozoospermiques 

montrent une diminution importante de la concentration en vitamine C dans le liquide séminal 

(Lewis et al., 1997). En outre, des patients infertiles présentent des diminutions importantes de 

l’activité d’enzymes antioxydantes dans le liquide séminal telles que la superoxyde dismutase 

(SOD) ou les glutathione peroxydases (GPx ; Dorostghoal et al., 2017). De plus, ces patients 

présentent des taux élevés d’un dérivé de la peroxydation lipidique, le malondialdéhyde 



Figure 69 : Mesure de la peroxydation lipidique chez les souris traitées ou non avec le Fertilix®.
Le niveau de peroxydation lipidique est mesuré en évaluant la concentration en malondialdéhyde,
exprimée en µM, au sein du plasma (A), des cellules hépatiques (B) et de la queue d’épididyme (C)
dans chacun des quatre lots de souris (WT et KO traitées ou non au Fertilix®). Les barres d’erreur
représentent les sommes des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été effectué
entre chaque catégorie : *p < 0,05 ; ** p< 0,01.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®.
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(MDA), corrélés avec une baisse de la mobilité des spermatozoïdes (Dorostghoal et al., 2017). 

D’autres études ont montré que des traitements oraux antioxydants chez l’homme auraient un 

effet bénéfique sur la mobilité des spermatozoïdes et qu’ils contribueraient à baisser le niveau 

de fragmentation de l’ADN spermatique (Greco et al., 2005 ; Menezo et al., 2014 ; Talevi et 

al., 2013). Un ensemble d’antioxydants (zinc, aspartate, coenzyme Q10) permet de maintenir 

la mobilité des spermatozoïdes lors de procédures de PMA (Talevi et al., 2013). De même, un 

cocktail de vitamines (C et E) conduit à réduire le niveau de fragmentation de l’ADN 

spermatique (Greco et al., 2005). Un autre composé antioxydant a été étudié chez des patients 

infertiles, le sélénium qui est nécessaire au fonctionnement optimal d’enzymes comme certains 

membres de la famille des glutathione peroxydases (Pieczyńska and Grajeta, 2015 ; Ursini et 

al., 1999). En effet, des déficiences en sélénium conduisent à une réduction de la mobilité des 

spermatozoïdes (Noack-Füller et al., 1993) et son apport couplé avec d’autres molécules 

antioxydantes (vitamines, GSH…), contribue à une protection de la mobilité (Keskes-Ammar 

et al., 2003 ; Vézina et al., 1996) et à une amélioration des paramètres spermatiques tels que la 

morphologie ou la numération (Safarinejad and Safarinejad, 2009).  

Cependant, des études ont aussi rapporté que les antioxydants en excès ou une mauvaise 

association d’antioxydants peuvent au contraire conduire à des situations néfastes pour les 

gamètes (Hawkes and Turek, 2001). A titre d’exemple, la vitamine C à haute dose est connue 

pour provoquer la réduction des ponts disulfures entre les protamines induisant une 

décondensation de la chromatine et une augmentation de la fragilité du noyau spermatique 

(Giustarini et al., 2008). A ce jour, l’abondante littérature concernant l’utilisation d’une 

supplémentation orale antioxydante en correction de l’infertilité mâle ne permet pas de conclure 

quant à l’efficacité d’une telle approche. Cette situation confuse a de multiples origines : les 

études ont été réalisées sur des effectifs faibles, sans contrôle placebo la plupart du temps, dans 

des conditions très variées (populations de patients infertiles, formulations antioxydantes pas 

comparables, doses et durées de traitement ; pour revues voir Gharagozloo and Aitken, 2011 ; 

Lombardo et al., 2011 ; Ross et al., 2010). De plus, aucune mesure directe de l’oxydation de 

l’ADN spermatique n’est réalisée dans ces différentes études.  

Pour tenter de diminuer cette confusion, nous avons utilisé la lignée Gpx5-/- pour tester 

dans un contexte contrôlé l’efficacité d’une supplémentation orale antioxydante à corriger le 

niveau d’oxydation de l’ADN des spermatozoïdes. Nous avons arbitrairement choisi d’utiliser 

une supplémentation orale antioxydante, le Fertilix® (CellOxess, New Jersey, Etats-Unis) dont 

la composition en antioxydants a été élaborée de façon raisonnée avec une approche rigoureuse 
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Figure 70 : Expression des enzymes antioxydantes dans le foie.
L’accumulation relative des ARNm des différents gènes codants pour des enzymes antioxydantes a été
déterminée par qRT-PCR dans le foie de chaque catégorie. Les barres d’erreur représentent les sommes
des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été effectué entre chaque catégorie :
*p<0,05, **p<0,01.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®. Cyclo B: cyclophiline B

KOWT  KO + FWT + F  
0

Prdx6

A
cc

um
ul

at
io

n 
re

la
tiv

e 
de

s 
A

RN
m

(v
sC

yc
lo

B)

2

1,5

1

*

0,5



Résultats  
�

� ���

telle que mise en œuvre dans l’industrie pharmaceutique « drug design process ». Cette 

formulation a été développée dans le cadre d’une collaboration scientifique qui associe le 

Professeur John Aitken (Université de Newcastle, Australie), le Professeur Joël Drevet 

(Université Clermont Auvergne, France) et le C.E.O. (chief executive officer) de la société de 

Biotechnologie (Celloxess) basée aux Etats-Unis, le Dr. Parviz Gharagozloo. Des souris 

sauvages (WT) et Gpx5-/- (KO) ont ainsi été supplémentées ou non en antioxydants, et les 

spermatozoïdes de ces individus ont été analysés en termes de numération, de condensation 

nucléaire et de niveau d’oxydation nucléaire. En parallèle, des analyses moléculaires et 

biochimiques ont été conduites de façon à vérifier si la supplémentation antioxydante pouvait 

aussi modifier le statut oxydant du tissu épididymaire dans la région où les spermatozoïdes sont 

stockés entre deux éjaculations, la queue d’épididyme. Cette approche, à finalité plus appliquée, 

a pour objet d’apporter des preuves expérimentales précliniques solides quant à la réelle 

efficacité correctrice des supplémentations orales en antioxydants pour les patients infertiles 

présentant un ADN spermatique oxydé, en amont de véritables essais cliniques qui restent à 

faire.  

Article et résultats complémentaires 

Résultats complémentaires  

1.� Test de fertilité  

Nous avons testé si la supplémentation orale antioxydante, en plus de corriger le niveau 

d’oxydation de l’ADN spermatique, pouvait améliorer la fertilité via la mesure du délai de 

conception et du nombre de petits par portée. Nous n’observons aucune variation dans ces deux 

paramètres entre les souris WT et Gpx5-/- (KO) traitées ou non avec le Fertilix® (figure 67). Il 

est à noter que pour les croisements impliquant les mâles Gpx5-/- (KO), nous n’avons pas 

retrouvé d’augmentation de la mortalité périnatale et les problèmes développementaux 

contrairement à ce qui avait été décrit précédemment (Chabory et al., 2009). Cette différence 

pourrait s’expliquer par le choix des femelles de souche CD1 utilisées pour ce test. En effet, 

ces femelles sont réputées pour être de bonne fécondité par rapport à la souche C57Bl/6 utilisée 

par Chabory et al., 2009. Il est possible que la capacité de réparation des ovocytes CD1 soit 

meilleure pour corriger les atteintes oxydantes. Nous pourrions envisager de reconduire ces 

analyses de fertilité en utilisant des femelles de souche identique aux mâles (C57Bl/6). 
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Figure 71 : Expression des enzymes antioxydantes dans le testicule.
L’accumulation relative des ARNm des différents gènes codants pour des enzymes antioxydantes a été
déterminée par qRT-PCR dans le testicule des souris de chaque catégorie. Les barres d’erreur
représentent les sommes des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été effectué
entre chaque catégorie : *p<0,05, **p<0,01.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®. Cyclo B: cyclophiline B
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2.� Sensibilité à la décondensation 

Nous avons vu au préalable, qu’un certain niveau d’oxydation est nécessaire pour 

obtenir une condensation optimale du noyau spermatique via la formation de ponts disulfures 

inter- et intra- protamines (Björndahl and Kvist, 2010). Si le traitement antioxydant est trop 

fort, il est possible que ces évènements de pontage soient diminués, fragilisant ainsi le degré de 

condensation du noyau spermatique et le rendant plus sensible à la décondensation. Il est donc 

primordial de traiter avec des doses d’antioxydants adaptées au niveau de dommages mesurés 

sur le noyau spermatique pour ne pas créer une situation de « stress réducteur » qui serait aussi 

dommageable que la situation de stress oxydant. Pour évaluer la sensibilité du noyau 

spermatique à la décondensation, nous avons utilisé un agent réducteur le dithiothréitol (DTT), 

qui réduit les ponts disulfures établis entre les protamines. Une coloration de Shorr est pratiquée 

afin d’observer la morphologie des spermatozoïdes et d’apprécier les noyaux spermatiques 

décondensés ou non (figure 68A). Les observations et les analyses statistiques ne montrent pas 

de différence entre les souris traitées et les non-traitées. Ceci suggère que le traitement effectué 

(dose et durée) n’affecte pas la compaction de l’ADN spermatique (figure 68B).  

Néanmoins, nous n’avons effectué qu’une mesure indirecte du niveau de condensation 

nucléaire des spermatozoïdes via une appréciation morphologique par la coloration de Shorr. Il 

serait ainsi intéressant pour confirmer les résultats obtenus, d’évaluer la condensation du noyau 

de manière plus directe en utilisant une coloration au bleu de toluidine ou au bleu d’aniline, des 

colorants pénétrant plus ou moins profondément dans le noyau spermatique en fonction de son 

niveau de condensation (Erenpreiss et al., 2001 ; figure 2 de l'article Gharagozloo et al., 2016) 

ou d’évaluer ce niveau de compaction par l’approche de microscopie confocale couplée à une 

modélisation tridimensionnelle (Résultats I. L’organisation chromatinienne spermatique 

murine ; Article , tableau 1) sur les noyaux des spermatozoïdes de souris sauvages et Gpx5-/- 

traitées ou non. Il existe également une approche biochimique qui consiste à mesure le taux de 

« thiols libres » c’est à dire le niveau de groupements thiols portés par les cystéines des 

protamines comme il avait été réalisé dans les études précédentes de l’équipe (Chabory et al., 

2009 ; Noblanc et al., 2012). 

 

3.�  Dommage lipidique : peroxydation lipidique  

Afin d’évaluer le taux de peroxydation lipidique des souris de chacun des quatre lots 

(WT et Gpx5-/- (KO) traitées ou non avec le Fertilix®) nous avons mesuré, le malondialdéhyde 

(MDA), dérivé lipidique issu principalement de la peroxydation des lipides membranaires. 
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Figure 72: Expression des enzymes antioxydantes dans la tête d’épididyme.
L’accumulation relative des ARNm des différents gènes codants pour des enzymes antioxydantes a été
déterminée par qRT-PCR dans la tête d’épididyme des souris de chaque catégorie. Les barres d’erreur
représentent les sommes des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été effectué entre
chaque catégorie : *p<0,05, **p<0,01, N.S. : Non significatif.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®. Cyclo B: cyclophiline B
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Outre l’épididyme, nous avons testés le foie et le plasma sanguin afin d’évaluer l’effet de la 

supplémentation orale en antioxydants sur la peroxydation lipidique systémique et hépatique. 

Les mesures de MDA réalisées au niveau de la queue d’épididyme et du foie ne montrent pas 

de variation significative entre les différents individus traités ou non (figure 669B, C). De façon 

étonnante, sur les échantillons de plasma la peroxydation lipidique est augmentée chez les 

souris WT traitées avec les antioxydants et chez les souris Gpx5-/- (KO) comparées aux souris 

WT (figure 69A). L’augmentation du niveau de peroxydation lipidique systémique chez les 

souris Gpx5-/- (KO) est probablement à rapprocher du phénotype secondaire d’obésité que nous 

avons observé (résultats non publiés) chez les souris Gpx5-/- (KO) probablement lié à une 

expression discrète de GPx5 dans le tissu adipeux blanc péri-épididymaire (résultats non 

publiés). En effet, la littérature rapporte que l’obésité est associée à une augmentation de la 

peroxydation lipidique et notamment du MDA plasmatique (Yesilbursa et al., 2004). 

L’augmentation du MDA dans les plasmas des souris WT supplémentées en antioxydants est 

par contre intrigante et suggère que dans un contexte optimal (pas d’oxydation) la prise 

d’antioxydants est à éviter car elle entraîne une oxydation inattendue. 

 

4.� Expression des gènes codants pour des enzymes antioxydantes  

Afin de mesurer l’impact de la supplémentation antioxydante per os sur l’organisme 

plus largement, nous avons évalué dans (le foie, le testicule et l’épididyme) le niveau 

d’expression d’un éventail d’enzymes antioxydantes dont celles présentées dans l’article ci-

dessus, à savoir la superoxyde dismutase (ou SOD) qui transforme l’anion superoxyde (O2°-) 

issu de la respiration mitochondriale en peroxyde d’hydrogène (H2O2, figure 32), la catalase 

qui transforme le peroxyde d’hydrogène en eau (figure 32), les glutathion-S-transférases (GST), 

des enzymes qui recyclent les molécules complexes peroxydées (par exemple les lipides 

peroxydés tel que le MDA) le plus souvent quand les tissus sont soumis à un excès de peroxyde 

d’hydrogène. Nous avons également évalué des enzymes de la famille des glutathiones 

peroxydases (GPx1 et GPx3 en particulier) et des peroxyrédoxines (PRDX 3 et 6 en particulier). 

 

En ce qui concerne le foie et le testicule, nous n’observons aucune variation significative dans 

l’expression des différentes enzymes entre les quatre lots de souris (figures 70, 71) exceptée en 

ce qui concerne la Gstµ dans le foie des souris WT traitées (figure 70). Dans la tête de 

l’épididyme comme dans la queue de l’épididyme (cf. article) nous observons une baisse de 

l’expression de la Catalase et de la Prdx3 chez les souris WT et Gpx5-/- traitées. Nous notons 
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Figure 73 : Expression des enzymes antioxydantes dans la queue d’épididyme.
L’accumulation relative des ARNm des différents gènes codants pour des enzymes antioxydantes a été
déterminée par qRT-PCR dans la queue d’épididyme des souris de chaque catégorie. Les barres
d’erreur représentent les sommes des écarts à la moyenne (SEM) et un test de Mann-Whitney a été
effectué entre chaque catégorie : *p<0,05, **p<0,01, N.S. : Non significatif.
n=8 pour les souris sauvages traitées et non traitées.
n=6 pour les souris KO traitées et non traitées.
+ F : traitées avec le Fertilix®. Cyclo B: cyclophiline B
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une augmentation de l’expression de la Sod chez les souris WT traitées et une tendance à 

l’augmentation de l’expression de Gpx 1 chez les souris WT et Gpx5-/- traitées dans la tête 

d’épididyme (figure 72). Nous observons également une augmentation de la Gstπ chez les 

souris WT et Gpx5-/- traitées (figure 72). Au niveau de la queue d’épididyme, nous notons une 

tendance à la baisse de l’expression de la Prdx6 chez les souris traitées, ainsi qu’une baisse 

significative de la Gstπ (figure 73).  

La baisse de l’expression d’enzymes antioxydantes majeures au niveau épididymaire 

montre que le niveau de stress oxydant est diminué au sein de cet organe et est confirmé par la 

diminution de l’oxydation de l’ADN spermatique (cf. article). A titre d’exemple, PRDX3 est 

une enzyme senseur du peroxyde d’hydrogène localisée dans l’organite producteur majeur de 

ce dernier, la mitochondrie (pour revue voir : Netto and Antunes, 2016). Par ailleurs, 

l’expression du gène Prdx3 est sous le contrôle du peroxyde d’hydrogène (Lee et al., 2007). 

Ainsi, la baisse de la concentration du peroxyde d’hydrogène au sein de la lumière de la tête de 

l’épididyme conduit à une baisse de l’expression de Prdx3 dans cet organe semblant indiquer 

que la formulation antioxydante diminue la concentration épididymaire de peroxyde 

d’hydrogène. PRDX3 est également connue comme un régulateur de la survie 

cellulaire/apoptose (Hampton and O’Connor, 2016). En ce qui concerne les GST, 

l’augmentation de leurs expressions dans la tête d’épididyme chez les individus traités suppose 

que certains composés de la formulation agissent sur l’expression de ces gènes (Higgins and 

Hayes, 2011).  

 

L’ensemble de ces résultats suggère que les tissus essaient de réguler au mieux 

l’équilibre redox avec les différents acteurs antioxydants disponibles. Il serait intéressant de 

rechercher les composants du traitement qui influencent ces variations d’expression selon les 

tissus et les enzymes considérés. Le niveau des protéines codées par ces gènes est-il également 

modifié selon les tissus ? L’activité de ces enzymes antioxydantes est-elle bouleversée par 

l’apport de la formulation ?  

 

Conclusions  

L’utilisation du modèle murin invalidée pour Gpx5, qui présente un stress oxydant au 

niveau épididymaire, nous a permis de tester dans un contexte contrôlé l’efficacité d’une 

supplémentation orale antioxydante, à corriger le niveau d’oxydation de l’ADN des 

spermatozoïdes. Nous constatons une réelle efficacité de cette supplémentation sur l’oxydation 

de l’ADN spermatique (diminution) et le contexte enzymatique antioxydant épididymaire par 
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une baisse de l’expression d’enzymes antioxydantes montrant que le niveau de stress oxydant 

est diminué au sein de cet organe. L’absence d’effets notoires au niveau systémique ou délétères 

pour les spermatozoïdes ou la fertilité, nous encourage à analyser l’effet de cette 

supplémentation orale antioxydante chez des patients présentant une infertilité et impliqués 

dans une procédure de PMA. Cette étude permettra d’apporter une meilleure compréhension 

quant à l’utilisation des supplémentations antioxydantes dans le cadre d’une infertilité 

masculine. 
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study question: Does a novel antioxidant formulation designed to restore redox balance within the male reproductive tract, reduce
sperm DNA damage and increase pregnancy rates in mouse models of sperm oxidative stress?

summaryanswer: Oral administration of a novel antioxidant formulation significantly reduced sperm DNA damage in glutathione per-
oxidase 5 (GPX5), knockout mice and restored pregnancy rates to near-normal levels in mice subjected to scrotal heat stress.

what is knownalready: Animal andhuman studies havedocumented the adverse effect of spermDNAdamageon fertilization rates,
embryo quality, miscarriage rates and the transfer of de novomutations to offspring. Semen samples of infertile men are known to be deficient in
several key antioxidants relative to their fertile counterparts. Antioxidants alone or in combination have demonstrated limited efficacy against
spermoxidative stress andDNAdamage in numerous human clinical trials, however these studies have not been definitive and an optimum com-
bination has remained elusive.

study design, size, duration: The efficacy of the antioxidant formulation was evaluated in two well-established mouse models of
oxidative stress, scrotal heating and Gpx5 knockout (KO) mice, (n ¼ 12 per experimental group), by two independent laboratories. Mice were
provided the antioxidant product in their drinkingwater for 2–8weeks andcomparedwith control groups for spermDNAdamage andpregnancy
rates.

participants/materials, setting,methods: In theGpx5KOmodel, oxidativeDNAdamagewasmonitored in spermatozoa
by immunocytochemical detection of 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8OHdG). In the scrotal heat stressmodel, male fertility was tested by part-
nering with three females for 5 days. The percentage of pregnant females, number of vaginal plugs, resorptions per litter, and litter size were
recorded.

mainresults androleofchance:Using immunocytochemical detectionof 8OHdGasabiomarkerofDNAoxidation, analysisof
control mice revealed that around 30% of the sperm population was positively stained. This level increased to about 60% in transgenic mice de-
ficient in the antioxidant enzyme, GPX5. Our results indicate that an 8 week pretreatment of Gpx5 KO mice with the antioxidant formulation
provided complete protection of sperm DNA against oxidative damage. In mouse models of scrotal heat stress, only 35% (19/54) of female
mice became pregnant resulting in 169 fetuses with 18% fetal resorption (30/169). This is in contrast to the antioxidant pretreated group
where 74% (42/57) of female mice became pregnant, resulting in 427 fetuses with 9% fetal resorption (38/427). In both animal models the pro-
tection provided by the novel antioxidant was statistically significant (P, 0.01 for the reduction of 8OHdG in the spermatozoa ofGpx5KOmice
and P, 0.05 for increase in fertility in the scrotal heat stress model).
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limitations, reasons for caution: It was not possible to determine the exact level of antioxidant consumption for each mouse
during the treatment period.

wider implications of thefindings: Recent clinical studies confirmmoderate to severe spermDNAdamage in about 60%of all
men visiting IVF centers and in about 80%ofmen diagnosedwith idiopathicmale infertility. Our results, if confirmed in humans, will impact clinical
fertility practice because they support the concept of using an efficacious antioxidant supplementation as a preconception therapy, in order to
optimize fertilization rates, help to maintain a healthy pregnancy and limit the mutational load carried by children.

study funding/competing interest(s): The studywas fundedby theClermontUniversité and theUniversity ofMadrid. P.G. is
the Managing Director of CellOxess LLC, which has a commercial interest in the detection and resolution of oxidative stress. A.M. and A.P. are
employees of CellOxess, LLC. J.R.D., A.G.-A. and R.J.A. are honorary members of the CellOxess advisory board.

Keywords: spermDNAdamage/ reactiveoxygen species/oxidative stress/antioxidants / infertility / glutathioneperoxidase5/ scrotal heat
stress

Introduction
Sperm DNA damage is a significant determinant of semen quality
(Aitken, 1999; Zenzes, 2000; Aitken and Krausz, 2001; Lewis and
Aitken, 2005; Fernandez-Gonzalez et al., 2008; Lewis et al., 2013) and
yet it is not routinely diagnosedoradequately treated in couples receiving
infertility treatment in the form of assisted reproductive technology
(ART). Men with this condition are likely to experience subfertility or in-
fertility, expose their female partners to a greater risk ofmiscarriage, and
pass on de novo genetic and epigenetic changes to their offspring, poten-
tially compromising the health of future generations (Aitken et al., 2013).
The present situation is concerning, as clinical studies confirmmoderate
to severe spermDNAdamage in about 60%of allmenvisiting IVF centers
(Cohen-Bacrie et al., 2009) and in about 80%ofmendiagnosedwith idio-
pathic male infertility (Simon et al., 2013).

The induction of DNA damage in spermatozoa could theoretically
involve enzymatic cleavage of the DNA backbone as a result of enhanced
endonuclease activity or fragmentation of the DNA as a consequence of
free radical attack. For reasons that have been carefully set out in previous
publications, most DNA damage in the male germ line appears to be oxi-
datively induced (Koppers et al., 2011;Aitken et al., 2013, 2015).Oxidative
damage to all cell types, including gametes, results primarily from chemical
insult via a surplus of short-lived, highly reactive metabolites designated by
their chemically reactive heteroatom, such as reactive oxygen species
(ROS) and reactive nitrogen species (RNS) (Halliwell and Whiteman,
2004). These metabolites consist of free radicals such as the hydroxyl
radical (OH.), ionic species such as superoxide anion (O2

−) or peroxyni-
trite (ONOO2) and neutral but reactivemolecules such as hydrogen per-
oxide (H2O2). Given the molecular diversity of such reactive species, the
type of damage sustained byDNA is equally diverse. Themost recognized
types of sperm oxidative DNA damage are: (i) single and double DNA
strand breaks, (ii) abasic site generation, (iii) inter- or intra-strand DNA
cross linkage, (iv)DNA-protein cross-linkageand (v) chemicalmodification
of bases including DNA base adduct formation.

Sperm oxidative stress not only disrupts the integrity of sperm DNA
but also limits the fertilizing potential of these cells through collateral
damage to proteins and lipids in the sperm plasma membrane (Aitken
et al., 1989). Spermatozoa are particularly vulnerable to oxidative
attack due to a relative deficiency in the availability of intracellular antioxi-
dant enzymes consequent to their lack of cytoplasm. Moreover, unlike
many other cell types, sperm lipid membranes contain a particularly
high percentage of polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as

docosahexaenoic acid (Jones et al., 1978, 1979; Koppers et al., 2010).
These highly unsaturated fatty acids give the plasmamembrane the fluid-
ity it needs to participate in the membrane fusion events associated with
fertilization. However, PUFAs oxidize readily to generate malondialde-
hyde and a variety of highly reactive a, b-unsaturated hydroxyalkenals,
such as 4-hydroxynonenal and 4-hydroxyhexanal (Pizzimenti et al.,
2013; Spickett, 2013; Moazamian et al., 2015). Once generated, these
reactive aldehydes may attack other nearby PUFAs, thus propagating a
chain reaction that eventually disrupts membrane fluidity. At high con-
centrations, these aldehydes also react with amino acids and nucleic
acids to form stable protein and DNA adducts, which further disrupt
sperm function (Luczaj and Skrzydlewska, 2003; Aitken et al., 2012).

Since many observational studies now confirm decreased levels of
seminal antioxidant(s) and/or increased levels of oxidants in infertile
versus fertile men (Aitken and Clarkson, 1987; Alvarez et al., 1987; Lewis
et al., 1995, 1997; Fraga et al., 1996; Aitken, 1999; Balercia et al., 2000),
it should come as no surprise that dietary supplementation with antioxi-
dants has gained much attention in recent years (Lanzafame et al., 2009;
Ross et al., 2010; Gharagozloo and Aitken, 2011; Showell et al., 2011,
2014). In this paper, we report the detailed scientific rationale behind the
designofanovel antioxidant formulation (Fertilixw) andpresentpreliminary
in vivo data as evidence of its efficacy in reducing sperm oxidative DNA
damage and improving pregnancy rates in mouse models of oxidative
stress. A detailed explanation of the composition of Fertilixw is provided
(see SupplementaryData) but the fundamental constituents are: carnitines,
folic acid, lycopene, selenium, vitamin C, full-spectrum vitamin E and zinc.

In this study, the efficacy of Fertilixw has been examined in two animal
models of oxidative stress within the male reproductive tract. The first
model employed in this study was the Gpx5 knockout (KO) (Gpx52/2)
mouse (Aitken, 2009; Chabory et al., 2009). In these mice, the H2O2-
scavenging activity of GPX5 in the epididymis has been nullified, leading
to increasedexposureofmature spermatozoa toH2O2-mediatedoxida-
tive stress during epididymal transit and storage (Chabory et al., 2009).
Because of the targeted reduction of antioxidant capacity in the repro-
ductive tracts of these mice, sperm nuclei exhibit high levels of oxidative
DNA damage as revealed by accumulation of the oxidized guanine
residue 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8OHdG), a well-known bio-
marker of oxidative DNA damage (Noblanc et al., 2013). This model
was therefore employed to determine the ability of oral antioxidant sup-
plementation to correct oxidative stress within the epididymal lumen.
However, in this model, fertilization and pregnancy rates are not statis-
tically different from controls even though the incidence of miscarriages
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and developmental defects is elevated (Chabory et al., 2009). Thus in
order to study impacts of antioxidant supplementation on fertility, a
second model was employed.

The second system used in this study was the scrotal heat stress
model, in which male mice are subjected to transient testicular thermal
stress, resulting in diminished sperm quality, DNA damage, germ cell
apoptosis, and impaired fertility (Jannes et al., 1998; Zhu et al., 2004;
Banks et al., 2005; Pérez-Crespo et al., 2008; Paul et al., 2009). These
effects are accompanied by changes in testicular architecture as well as
reduced populations of spermatids andmature spermatozoa in the sem-
iniferous tubules (Hourcade et al., 2010). SpermDNAdamage is evident
as early as 6 h following stress induction and persists for up to 28 days,
while female mice mated with heat stressed males exhibit significantly
lower pregnancy and higher embryo resorption rates compared with
those mated with unstressed controls (Pérez-Crespo et al., 2008). In
the present study, this model was used to assess the capacity of Fertilixw

to protect not only sperm cells but also the testicular architecture from
oxidative damage following a transient, acute heat stress. Thus, both of
these well-established models were utilized to provide complementary
information demonstrating the efficacy of Fertilixw against a wide range
of biological end-points.

Materials andMethods

Animals
Thepresent studywas approvedby theRegional EthicCommittee forAnimal
Experimentation (CEMEA-Auvergne;AuthorizationCE2-04) and theAnimal
Care and Ethics Committee (Informe CEEA 2014/025) of the Instituto
Nacional de Investigación y Tecnologı́a Agraria y Alimentaria (INIA,
Madrid, Spain) and adhered to the current legislation on animal experimen-
tation in France and Spain according to theGuide forCareandUseof Labora-
tory Animals as adopted by the Society for Study of Reproduction. The
Gpx52/2 mice were derived as described originally from the C57BL/6
genetic line (Chabory et al., 2009) while scrotal heat stress was realized as
previously described (Pérez-Crespo et al., 2008) on CD-1 mice (Harlan,
Oxford, UK). The doses of the ingredients used for in vivo experiments cor-
respond to the upper limit of the dose range given in Table I.

Gpx5 KO
Sexually mature Gpx52/2 mice and wild type (WT) controls were adminis-
tered Fertilixw, dissolved in water, which was available ad libitum for a period
of 2months. ControlGpx52/2 and wild typemice were provided unsupple-
mented water during the 2month period. Appropriate dosage, correspond-
ing to thehighest humandoseof Fertilixw recommendedby themanufacturer
(CellOxess, Princeton, NJ, USA), was calculated as previously described
(Reagan-Shaw et al., 2007). After 2 months of treatment, supplemented
Gpx52/2 and WT mice and unsupplemented Gpx52/2 and WT controls
were sacrificed by CO2 inhalation and cervical dislocation.

Scrotal heat stress model
After 1weekof Fertilixworal administration in drinkingwater (or solelywater
for the control group), adult male CD-1 mice (8–12 weeks old) were
anesthetized using xylazine-ketamine (0.1 ml/10 g body weight, i.p. injec-
tion) and were subjected to transient scrotal heat stress as previously
described (Pérez-Crespo et al., 2008). In short, males were suspended on
a polystyrene raft such that their testes, which were prevented from retract-
ing to an abdominal position, were immersed in water at 428C for 30 min.
Control mice were immersed in water at standard testicular temperature
(338C) for 30 min. Epididymal mature sperm samples and testes were

obtained from at least 8 animals per treatment and 8 controls at two time
points, 6 h and 15 days post heat stress, for analysis of the spermatozoa
and histological examination of the testes. Scrotal heat stress and control
males were each mated with 3 superovulated virgin female CD-1 mice at 7
days and 14 days post heat stress, a timeframe that corresponded to the
period where maximum testicular and sperm damage were recorded
(presentwork and Pérez-Crespo et al., 2008). Femaleswere cagedovernight
with a single male, and the presence of a vaginal plug was considered indica-
tive of successful mating. Females were sacrificed by cervical dislocation on
Day 14 of gestation, and pregnancy rate, as well as fetal number and resorp-
tion rate were determined.

Sperm preparation
Epididymides were removed, freed of connective tissues and fat, and were
further divided into caput, corpus and caudal regions. Caudal tissues were
transferred to a small glass dish containing 1 ml of M2 medium (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and punctured repeatedly with a
26-gauge needle to recover the spermatozoa. After 5 min incubation, to
allow sperm cell dispersion, the suspensions were centrifuged at 500 × g
for 5 min and pellets were resuspended into 200 ml of M2. Sperm counts
were determined using a Malassez hemocytometer. Sperm motility was
determined immediately after collection via computer-aided semen analysis
(CASA) during which sperm tracks (300 frames) were captured for each
sample using a CEROS sperm analysis system (Hamilton Thorne, Lisieux,
France; software version 12).

SpermDNA integrity
DNA compaction was studied using the modified protocol of Conrad et al.
(2005) for toluidine blue (TB) staining, whereby spermatozoa were stained
with 1% TB in McIlvaine’s buffer (200 mM Na2HPO4 and 100 mM citric
acid, pH 3.5) for 17 min at room temperature. Slides were dehydrated in
ethanol and mounted with CytosealTM60 medium (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Three smears per sample were deposited on glass
plates and at least 300 spermatozoa per smear were counted (duplicate
slides for each animal). Assessment of sperm DNA fragmentation was
carried out using the staining protocol of the HalomaxTM kit (Chromacell,
Madrid, Spain), a modified sperm chromatin dispersion assay (Fernández
et al., 2003). Four smears per sample were deposited on glass plates and at
least 300 spermatozoa per smear were counted (duplicate slides for each
animal). Detection of 8OHdGwas carried out on spermatozoa as described

.........................................................................................

Table I Primers used to monitor the accumulation of
H2O2-recycling enzymes in caudal epididymal extracts of
wild type and Gpx52/2 mice via quantitative RT–PCR.

Gene
transcript

5′ –3′ primer sequences Amplicon
size (bp)

Catalase Fw – GCAGATACCTGTGAACTGTC 229
Rv – GTAGAATGTCCGCACCTGAG

Gst m Fw – GAAGTTCAAGCTGGGCCTGG 194
Rv – GCATGATGAGCTGCATGCGG

Sod3 Fw – GCTCTCAGAGAACCCCTCT 170
Rv – GTGCTATGGGGACAGGAAGA

Cyclophilin B Fw – GGAGATGGCACAGGAGGAA 76
Rv – GCCCGTAGTGCTTCAGCTT

Gpx52/2: glutathione peroxidase 5 2/2; Sod3: superoxide dismutase; Gst m:
glutathione S transferase m.
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previously (Chabory et al., 2009; Noblanc et al., 2013). Cauda spermatozoa
were collected as described above and resuspended in a decondensing buffer
(2 mMdithiothreitol and0.5% tritonX-100 in1 × phosphate-buffered saline
(PBS)) and incubated for 30 min at room temperature.After centrifugation at
500 × g for 5 min at room temperature, spermatozoa were resuspended in
1 ml 1 × PBS, counted, anddepositedonto a glass plate at adensityof 30 000
cells per plate. Incubationswith the primary antibody (N45.1;Gentaur, Euro-
medex) were conducted overnight at 48C. After two washes in 1 × PBS
(5 min each) the secondary antibody was applied for 30 min at room tem-
perature [dilution 1/1000]. Antibody bindingwas detected using the Vectas-
tain R ABC kit incorporating peroxidase labeled Immunoglobulin G (Vector
Laboratories, Abcys, Paris, France). Signal amplification was obtained by the
use of the Vector Nova Red substrate kit for peroxidase (Vector Laborator-
ies, Abcys, Paris, France). At least 300 spermatozoa per slide were counted
(duplicate slides for each animal).

Quantitative RT–PCR
Total RNAs were isolated with the NucleoSpinw RNA II kit (Macherey-
Nagel, France) and were reverse transcribed by moloney murine leukemia
virus Reverse Transcriptase (Promega Corp., France) according to the man-
ufacturer’s instructions. Quantitative real-time PCR assays were performed
using a RealPlex thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). During this
procedure 2 ml of diluted cDNA template (1/20) were amplified using
MESA GREEN qPCR MasterMix Plus (Eurogentec, France) according to
the manufacturer’s instructions. Primer sequences are given in Table I. To
ensure no genomic DNA contamination, primers were designed targeting
distinct exons so that genomic DNAwas unlikely to be amplified. A standard
curve of amplification efficiency for each set of primers was generated via
serial dilution of plasmids containing DNA of targeted genes. Melting curve
analysis was carried out to confirm the specificity of primers. For quantifica-
tion of transcripts, the relative method was used to calculate mRNA levels
relative to the Cyclophilin or/and 36B4 standard(s); chosen because they
exhibited stable expression between the tissues and genotypes.

Microscopic observations
Observations and counts of TB staining andDNA fragmentation assayswere
madewith an Axioskop transmitted light microscope (Carl Zeiss, Germany)
at 400× magnification. Spermatozoa positive for 8OHdG were counted by
Axioplan2 imaging (Carl Zeiss, Germany) in transmitted light at 630× mag-
nification. Observations of fluorescent probes were made by Axioplan2
imaging (Carl Zeiss, Germany) at the following excitation and emissionwave-
lengths: Alexa 488, BP 475/40 and BP 530/50; Hoechst 33342, BP 365/12
and LP 397, respectively (magnification: ×1000).

Histology
Scrotal heat stressed male mice and control mice were sacrificed by cervical
dislocation, and the testes were fixed in modified Davidson fluid for 48 h
(Latendresse et al., 2002). The testes were then rinsed with PBS and
stored in 70% ethanol until the time of analysis. Testes were embedded in
paraffin using routine histologic protocols for subsequent light microscopic
evaluation. Serial 10 mm sections were cut from the paraffin blocks and
selected for staining. All sections were stained with hematoxylin/eosin.
Two investigators blinded to the groups interpreted the structural changes.
At least eight animals per group were analyzed.

Statistical analyses
Kruskal–Wallis and Mann–Whitney nonparametric tests were performed
with GraphPad Prism 5.02 software (GraphPad, CA, USA) to determine
the significance of differences between samples. Chi-squared test was used
to compare pregnancies and fetuses obtained in the treatment versus

control groups and z test was used to compare pregnancy rates (Microsoft
Excel, Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). P-values of ≤0.05
were regarded as significant.

Results

Sperm parameters
Caudal epididymal spermatozoa from Gpx52/2 mice exhibited similar
counts and motility to WT spermatozoa as previously reported
(Chabory et al., 2009). Fertilixw treatment did not significantly alter the
total sperm motility of WT or Gpx52/2 samples as measured by CASA
(Fig. 1A). However, caudal sperm counts were significantly elevated in
Gpx52/2 animals supplementedwith Fertilixwwhile the supplementation
had no effect on caudal counts in WT animals (Fig. 1B).

Figure 1 Evaluation of Fertilixw impact on mouse cauda sperm
motility and counts. (A) The effect of Fertilix treatment on total sperm
motility as estimated by computer-aided semen analysis in wild-type
male mice (WT), wild-type male mice supplemented with Fertilixw

(WT + F), Gpx52/2: glutathione peroxidase 5 (Gpx5)2/2 male mice
(KO) and Gpx52/2 male mice supplemented with Fertilixw (KO+F).
(B) The effect of Fertilixw treatment on caudal sperm counts given in
total number of cells retrieved respectively, in wild-type male mice
(WT), wild-type male mice supplemented with Fertilixw (WT + F),
Gpx52/2 male mice (KO) and Gpx52/2 male mice supplemented
with Fertilixw (KO+F). Bars indicate mean values while error bars indi-
cate SEM; *P ≤ 0.05; **P, 0.01 (Mann–Whitney statistical test).
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SpermDNA fragmentation and nuclear
compaction
A sperm chromatin dispersion assay was used to estimate the level of
sperm DNA fragmentation in each group. Fertilixw supplementation
did not significantly change the level of DNA fragmentation recorded
either in WT and KO samples (Fig. 2A). However, Gpx52/2 caudal
sperm samples did show significantly more nuclear fragmentation than
WT caudal spermatozoa in line with previous findings (Chabory et al.,
2009). In addition, TB staining was used to evaluate the level of caudal
sperm nuclear compaction in the various groups of mice. No significant
differences were observed in the percentage of TB positive spermato-
zoa, suggesting that nuclear compaction was unaltered in these
Gpx52/2 mice (Fig. 2B).

8OHdG adduct formation
The prevalence of oxidative attack on DNA was directly measured in
caudal spermatozoa through the formation of 8OHdG residues, a well-

established biomarker of DNAoxidation. Fertilixw supplementation sig-
nificantly reduced 8OHdG formation to control levels (Fig. 3). Interest-
ingly, Fertilixw treatment ofWT animals did not diminish the percentage
of caudal spermatozoa positive for 8OHdG, which remained around
30% (Fig. 3).

Impact of Fertilixw on the antioxidant status
of the cauda epididymis
To investigate whether Fertilixw supplementation could protect the
mouse epididymis against oxidative stress wemonitored using real-time
PCR, the accumulation of transcripts of primary antioxidant enzymes in
the cauda epididymis, namely epididymal extracellular superoxide dis-
mutase (eSOD3) and peroxide-processing enzymes including catalase
and glutathione S transferase m (GSTm) (Chabory et al., 2009; Noblanc
et al., 2012). In Fig. 4, we confirm our previous studies by showing that
transcripts for major (catalase) and accessory (GSTm) H2O2-recycling
enzymes, are increased in Gpx52/2 caudal epididymal extracts when
compared withWT, while the transcript for the superoxide metabolizing
enzyme (SOD3) is not significantly changed. By contrast, Fertilixw treat-
ment reduced the accumulation of the antioxidant transcripts for catalase
and GSTm, in bothWT and Gpx52/2 mice (Fig. 4).

Scrotal heat stress model
Representative histological testis sections of control mice ormice supple-
mented with Fertilixw at two time points following scrotal heat stress are
shown in Fig. 5. Consistent with previous findings (Hourcade et al., 2010),
scrotal heat stress induced a loss of seminiferous tubule organization as
well as abnormal tubules, which was especially visible 15 days post-stress
(Fig. 5A andD). Conversely, testicular sections of Fertilixw-supplemented
miceshowednosignsofmajorabnormality (Fig. 5CandE)at thesametime
points compared with unstressed controls. These observations were
quantifiedon largenumbersof tubules representing all stagesof spermato-
genesis from several animals, as described in Table II. In control animals,

Figure 2 Evaluation of the impact of Fertilixw on caudal sperm DNA
fragmentation and cauda sperm nuclear compaction in mice. (A) The
effect of Fertilixw on the percentage of spermatozoa having a fragmen-
ted nucleus as revealed by the HalomaxTM assay, in WT, WT+F, KO
and KO+F mice. Errors bars indicate SEM; *P ≤ 0.05. (B) The effect
of Fertilixw on the percentage of spermatozoa bearing a decondensed
nucleus as revealed by the toluidine blue assay in WT, WT+F, KO
and KO+F. Bars indicate mean values while errors bars indicate SEM
(Mann–Whitney statistical test).

Figure 3 Evaluation of the impact of Fertilixw on caudal sperm DNA
oxidation in mice. The effect of Fertilixw on the percentage of cauda
spermatozoa showing high nuclear reactivity towards an
8-hydroxy-2′-deoxyguanosine (8OHdG) antibody in WT, WT+F,
KO and KO+F mice. Bars indicate mean values while errors bars in-
dicate SEM; *P ≤ 0.05; **P, 0.01 (Mann–Whitney statistical test).
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78%of observed tubules showed a normal organizationwhile after scrotal
heat stress only 30.8% of the tubules (Day 1 post-stress) and 22% of the
tubules (Day 15 post-stress) were histologically normal (Table II). In
Fertilixw-supplemented animals, the proportion of seminiferous tubules
showing normal organization increased to 50.9% (Day 1 post-stress)
and 64.7% (Day 15 post-stress). These data suggest that Fertilixw supple-
mentation allowed the testicular tissue to betterwithstand acute transient
scrotal heat stress (P, 0.0001).

Pregnancy outcomes following scrotal heat
stress
In order to evaluate the impact of Fertilixw on the reproductive potential
of spermatozoa following transient heat stress, males were each mated
with three female mice. The resulting numbers of pregnant mice, live
fetuses and resorption sites were monitored (Table III). Scrotal heat
stressed animals (n ¼ 18) successfully impregnated only 19 of 54 dams
(35.2%), giving birth to 169 fetuses, while non-stressed controls were
significantly more successful, impregnating 34 of 36 dams (94.4%) and
giving rise to 340 fetuses. Fertilixw-supplemented male mice (n ¼ 19)
subjected to scrotal heat stress approached the fecundity of unstressed
controls, achieving pregnancy in 42 of 57 females (73.7%) and giving
rise to 427 fetuses (Table III; P, 0.05). The number of fetal resorptions
were also assessed as follows; 2.9% (10/340) in normal dams versus 18%
(30/169) in heat stressed animals but was significantly reduced to 9%

(38/427) in Fertilixw-supplemented mice. The average litter weight
was unchanged at about 42 g in all 3 groups.

Discussion
Thepurposeof this studywastodeterminewhetheracarefully formulated
antioxidant preparation, Fertilixw, could ameliorate the consequences of
oxidative stress within the male reproductive tract using two animal
models: (i) the Gpx5 KO mouse which exhibits diminished antioxidant
protection in the epididymal lumen in the absence of any systemic
redox change and (ii) amild scrotal heat stress. In both situations Fertilixw

administration was shown to have a significant protective effect. In
Gpx52/2 mice, this antioxidant formulation reduced the levels of oxida-
tiveDNA damage in the spermatozoa and reduced the epididymal need
to exhibit a compensatory increase in catalase or GSTm expression
(Fig. 4). The strong reduction in catalase and GSTm expression levels
recorded in cauda epididymal extracts of animals supplemented with
Fertilixw suggests that hydrogen peroxide generation is efficiently con-
trolled in that compartment by one or more of the ingredients present
in the Fertilixw formulation. However, it is not possible to know which
ingredient(s) is (are) responsible for this effect as many of the constitu-
ents of Fertilixw, including lycopene, vitamin E, selenium and carnitines,
can reduce H2O2-mediated oxidative alterations (as examples see:
Salem et al., 2012; Salama et al., 2015). The increase in sperm counts
recorded only in Gpx52/2 mice treated with Fertilixw (Fig. 1) was

Figure 4 Quantitative RT–PCR estimations of sod3, catalase, and gstmmRNA accumulation in cauda epididymal extracts fromWT and KOmale mice
treated (F) or not treated with Fertilixw. For quantification of transcripts, the relative method was used to calculate mRNA levels relative to the Cyclophilin
and 36B4 standards. Data presented for superoxide dismutase 3 (sod3), catalase and glutathione S transferase m (gstm) transcripts. Data presented as
mean+ SEM; *P ≤ 0.05 (Mann–Whitney statistical test).
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unexpected and difficult to explain, given that the effects of GPx5 deple-
tion are confined entirely to the epididymis. One hypothesis may be that
the antioxidant treatment associated with the epididymal activities that
are switched-on in this KO model (Chabory et al., 2009; Noblanc
et al., 2012) to compensate for the lack of GPX5, may act synergistically
with the antioxidants in Fertilixw to protect spermatozoa transiting the
epididymis from elimination by quality control processes which we
have previously shown to be operative in this organ (Jrad-Lamine et al.,
2011), thereby increasing caudal sperm counts. In the scrotal heat stress
model, Fertilixw exhibited a capacity to protect spermatogenesis from
the adverse effects of increased temperature (Fig. 5; Table II) as clearly

indicated by the absence of abnormal spermatogenic tubules at Day 15
and the significant increase in overall fertility (Table III). This ability of anti-
oxidants toprotect the seminiferous tubules fromstructural damage is im-
pressive and clearly indicates that the constituents of Fertilixw are able to
gain access to the germinal epithelium. Spermatogenesis is a temperature-
dependent process, and increases in scrotal temperature are known to
induceDNAdamage and a complex stress response, including induction
of genes associated with oxidative stress and hypoxia resulting in germ
cell death (Paul et al., 2009). The significant rise in both pregnancy
rates and reduction of fetal resorptions in scrotal heat stress model
provide definitive evidence in support of the prophylactic use of oral

Figure 5 Evaluation of the impact of Fertilixw on testicular histology in the scrotal heat stress mouse model. Representative photographs showing sec-
tions of seminiferous tubules stained with hematoxylin/eosin in control mice (A), unsupplemented mice at 1 day (B) and 15 days (D) post scrotal heat
stress, and mice supplemented with Fertilixw at 1 day (C) and 15 days (E) post scrotal heat stress. Scale bar ¼ 50 mm.
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antioxidant administration in ameliorating oxidative stress in the male
germ line.

While clinical studies with a wide variety of different antioxidant pre-
parations have been generally encouraging (Greco et al., 2005; Tremellen
etal., 2007;Tuncetal., 2009;GharagozlooandAitken,2011;Showelletal.,
2011, 2014), most of these investigations have been flawed because they
did not select thepatientson thebasis of oxidative stressbut insteadeither
randomly selected patients for such treatment or employed indirect
markers of oxidative damage including poor spermmotility or DNA frag-
mentation (Kessopoulou et al., 1995; Moslemi and Tavanbakhsh, 2011;
Ménézo et al., 2014). Similarly, the effectiveness of such treatment has
rarely been examined in terms of the resolution of the oxidative stress
but rather inferred from changes in semen quality, apoptosis or even fer-
tility (Tremellen et al., 2007; Tunc et al., 2009). As a result of this lack of
direct engagement with markers of oxidative stress, it has been difficult
to determine the effectiveness of antioxidant therapy in vivo (Gharagozloo
and Aitken, 2011) although the effectiveness of antioxidants such as
a-tocopherol or resveratrol have been repeatedly demonstrated in vitro
(Aitken et al., 1989; Mojica-Villegas et al., 2014). In this study, we have uti-
lized animal models where the impacts onmale reproductive function are
definitively oxidative and have demonstrated effective reversal of the oxi-
dative stress phenotype using an antioxidant preparation. Clearly, these

data suggest that the detailed formulation of Fertilixw (see Supplementary
Data) is such that the constituents are bioavailable and bioactive in vivo in
both the testis and the epididymis. These promising data now open the
way for clinical trials with this antioxidant to determine whether this anti-
oxidant formulation is able to reverse the oxidative stress encountered in
the human male population.

Oxidative stress in themale reproductive tract originates from various
pathophysiological stressors, such as age, infection or exposure to envir-
onmental toxicants, aswell as unhealthyattributesof themodern lifestyle
including smoking and obesity (Aitken et al., 2014; Wright et al., 2014).
Of particular interest from the perspective of ART, is the observation
that most DNA damage in the male germ line is oxidatively induced
and strongly linkedwith adverse downstream events including increased
rates ofmiscarriage aswell as de novomutations, birth defects,metabolic
disease and obesity in the offspring (Aitken et al., 2009; Chabory et al.,
2009; De Iuliis et al., 2009; Lane et al., 2014). In light of such findings, re-
ducing oxidative stress in the germ line of males contemplating parent-
hood would seem advisable and would logically be deemed a matter
of ‘best practice’ as far as ART clinics are concerned.

It is also important to stress the obvious point that antioxidant therapy
will only influence pathologies that are inducedbyoxidative stress.Treat-
ing normal males, who are not suffering from oxidative stress, with an
aggressive antioxidant preparation may even induce ‘reductive stress’
by suppressing redox reactions that are vital to normal physiology and
inducing, rather than suppressing, DNA damage (Seifirad et al., 2014).
In this context, it is undeniable that male infertility, and even DNA
damage, in spermatozoa may have multiple etiologies many of which
do not involve a contribution from oxidative stress. For example, several
studies have indicated thatDNA fragmentation in spermatozoamay also
involve a contribution from nucleases potentially activated in sperm
chromatin during the late stages of apoptosis (Smith et al., 2013b; Mur-
atori et al., 2015). At present the molecular identity of this putative nu-
clease or the mechanisms associated with its activation are uncertain.
However the fact that Fertilixw did not reduce DNA fragmentation
levels as measured with a HalomaxTM assay in the Gpx52/2 model
(Fig. 2) suggests there are elements of the DNA fragmentation process
that are beyond the reach of antioxidants. Importantly, however, Ferti-
lixw did significantly decrease the incidence of 8OHdG positive cells in
these mice (Fig. 3). This activity is particularly important clinically
because 8OHdG is a mutagen and the germ line has a very limited cap-
acity to remove such adducts from the DNA prior to the initiation of
embryo development (Smith et al., 2013b).

Spermatozoa are unusual in that they only possess the first enzyme in
the base excision repair pathway, OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosy-
lase) (Smith et al., 2013b). As a result, when oxidative DNA damage

.........................................................................................

Table II Characterization of mouse testicular cross
sections at Day 1 and Day 15 following acute transient
scrotal heat stress.

Samples# Tubules
analyzed

Tubules with
spermatogenesis

Tubules
with
abnormal
phenotype

Control 614 479 (78.0%) 0 (0%)

SHS (Day 1) 159 49 (30.8%) 0 (0%)

SHS+Fertilixw (Day 1) 267 136 (50.9%)a 0 (0%)

SHS (Day 15) 282 62 (22.0%) 126 (44.7%)c

SHS+Fertilixw (Day 15) 312 202 (64.7%)b 0 (0%)

SHS, Scrotal Heat Stress.
#Six mice were analyzed per group.
aFertilix significantly increasednumberof tubuleswith spermatogenesis comparedwith
SHS controls on the day of heat stress (Chi square statistic, P, 0.001).
bFertilix significantly increased number of tubules with spermatogenesis compared
with SHS controls 15 days following heat stress (Chi square statistic, P, 0.001).
cFertilix significantly decreasednumberof tubuleswith abnormal phenotype compared
with SHS controls (Chi square statistic, P, 0.001).

.............................................................................................................................................................................................

Table III Fertility rates of mice treated and not treated with Fertilix following acute transient scrotal heat stress.

Treatedmales Mated females Successful pregnancies Pregnancy rate (%) Fetus number Fetal resorption n (%)

Control 12 36 34 94.4 340 10 (2.9)

SHS 18 54 19 35.2 169 30 (17.8)

SHS + Fertilixw 19 57 42* 73.7* 427* 38 (8.9)*

Mating occurred between 1 and 2 weeks after SHS.
*P, 0.05 for difference between SHS and SHS + Fertilixw, Chi-square and z test.
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occurs, these cells can remove the adducted base but are unable to
advance the repair process further because they do not possess the
next components of the pathway, APE1 (apurinic/apyrimidinic endo-
nuclease 1) and XRCC1 (X-ray repair complementing defective repair
in Chinese hamster cells 1). In contrast, the oocytes are characterized
by high levels of APE1 and XRCC1 but possess limited supplies of
OGG1 (Smith et al., 2013b). Thus DNA repair involves the concerted
action of both male and female gametes. If oxidative DNA damage in
spermatozoa is severe then the oocyte will be presented with an abun-
dance of abasic sites created by OGG1, which will destabilize the DNA
backbone and increase the tendency for DNA fragmentation to occur.
Furthermore, when this system is overwhelmed, which is frequently
the case in the infertile patient population (Aitken et al., 2010), then
the oocyte is presented with unresolved 8OHdG residues, which this
cell has a limited capacity to address, given the relative lack of OGG1
in the female germ line. It is therefore likely that these highly mutagenic
DNA lesions will persist beyond the immediate post-fertilization round
of DNA repair into S-phase of the first mitotic division, increasing the
riskof de novomutations being created as the embryo enters the cleavage
stage of development. Evidence to support the link between oxidative
DNA damage in the male germ line and the mutational load carried by
the progeny can be found in studies of paternal ageing which clearly
reveal that advanced paternal age is associated with increased oxidative
DNA damage in spermatozoa (Weir and Robaire, 2007; Smith et al.,
2013a) and an increased incidence of de novomutations in the offspring
(Kong et al., 2012).

Conclusions
Cells utilize a selection of antioxidants to protect themselves against the
deleterious effects of oxidative stress. The development of antioxidant
supplements to combat oxidative stress in the male germ line in vivo
will therefore involve the development of an optimized combination of
scientifically validated antioxidants. As set out in the Supplementary
Data, we used a set of stringent medicinal chemistry criteria to critically
examine every antioxidant ingredient, herbal or plant extract reported in
the literature for somemeasureof improvementof spermqualityormale
fertility. We found compelling evidence for only seven ingredients. The
doses and nature of ingredients (synthetic versus natural) used, were
also critically examined to ensure little or no short or long-term side
effects. The in vivo experiments using mouse Gpx52/2 and scrotal heat
stress models reported in this article provide the first robust evidence
that antioxidants can access the male germ line in vivo and effectively
address the consequences of oxidative stress at both testicular and epi-
didymal levels.We do not currently understand the etiology of oxidative
DNA damage in human spermatozoa and so cannot be certain that the
results obtained in this study would be replicated in a clinical situation.
Nevertheless these results provide an important objective basis for ac-
tively pursuing clinical trials in human subjects exhibiting evidence of oxi-
dative damage to their spermatozoa. Large, well-designed clinical trials
are now required to validate these findings in infertile couples.

Supplementary data
Supplementarydata areavailable athttp://humrep.oxfordjournals.org/.
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Figure 74 : Noyau spermatique oxydé et conséquences post-fécondation.
A. Lors d’un stress oxydant épididymaire, les espèces oxygénées réactives (EOR)

induisent une oxydation de la guanine (8-OHdG) spermatique.
B. Après la fécondation, l’ADN paternel oxydé peut conduire à des mutations de l’ADN

embryonnaire.
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Dans le monde, plus de 70 millions de couples souffrent d’infertilité ce qui se traduit en 

d’autres termes par le fait qu’un couple sur 6 en âge de procréer fait face à des difficultés à 

concevoir. Des facteurs masculins sont impliqués dans près de la moitié des cas d’infertilité. 

Les causes de l’infertilité masculine sont variées et peuvent être multifactorielles. De 

nombreuses recherches indiquent que les dommages à l’ADN spermatique et en particulier les 

dommages oxydants sont l’une des causes de l’infertilité conduisant à diminuer la qualité des 

spermatozoïdes et surtout l’intégrité du patrimoine génétique paternel qu’ils portent (Bisht and 

Dada, 2017 ; Lewis and Aitken, 2005). Les études menées par notre équipe sur des modèles 

murins invalidés pour des enzymes antioxydantes d’expression post-testiculaire ou portées par 

les spermatozoïdes (souris Gpx5 -KO- et Sngpx4 ; Gpx5 -DKO-) ont permis de souligner 

clairement cette importance (figure 74 ; Chabory et al., 2009 ; Noblanc et al., 2013). GPx5 et 

SNGPx4 sont des protéines antioxydantes et leur invalidation a permis de montrer qu’un stress 

oxydant épididymaire conduisait à une oxydation significative de l’ADN spermatique (présence 

de résidus 8-OHdG résultant des bases guanines oxydées) sans pour autant affecter les aptitudes 

des spermatozoïdes à se mouvoir et à féconder un ovocyte (Chabory et al., 2009 ; Conrad et al., 

2005 ; Noblanc et al., 2012). Néanmoins, les croisements de souris mâles Gpx5-/- avec des 

femelles sauvages fertiles entraînent l’apparition de défauts de développement dans la 

descendance, des avortements précoces et une augmentation de la mortalité périnatale (Chabory 

et al., 2009).  

Avant mon arrivée au laboratoire, l’équipe avait montré que l’oxydation de l’ADN 

affecte des domaines discrets de la chromatine spermatique toujours en assemblage 

nucléosomal. Ces régions sont situées en périphérie et dans la partie basale du noyau 

spermatique en étroite connexion avec la matrice nucléaire (Noblanc et al., 2013). 

L’immunoprécipitation des séquences oxydées a permis de montrer que tous les chromosomes 

ne sont pas affectés de façon homogène par l’oxydation. Les petits chromosomes (17, 18 et 19) 

et la région péri-centromérique du chromosome Y se sont avérés particulièrement altérés par 

l’oxydation (figure 49 ; Kocer et al., 2015).  

Dans ce contexte, les travaux qui m’ont été confiés dans la cadre de ma thèse ont 

consisté à :  

1) Analyser si la position des chromosomes dans le noyau spermatique murin permettait 

d’expliquer leur différence d’oxydation en situation de stress oxydant épididymaire ;  



Chromosome 198-OHdG Hoechst Superposition

Figure 75 : Co-localisation du chromosome 19 et le 8-OHdG dans le noyau spermatique
murin.
L'image confocale représentative montre l'oxydation de la guanine oxydé (8-OHdG-Alexa-555) et
le chromosome 19 positionné dans la région basale dans un même noyau spermatique (bleu,
Hoechst) de souris Gpx5-/-. Les images sont capturées en utilisant un microscope confocale (en Z-
stack). La barre blanche représente l'échelle, 5μm.
(Modifiée d’après Kocer et al., 2015)
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2) Mettre au point une approche d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

spermatique murine afin de séparer les régions liées aux histones persistantes qu’elles soient ou 

non liées à la matrice nucléaire ; 

 3) Analyser le méthylome spermatique en contexte pro-oxydant ; 

4) Participer à une étude préclinique dont le but a été de vérifier en modèle murin si une 

supplémentation orale antioxydante peut corriger ou non l’oxydation de l’ADN spermatique ?  

 

I.� L’impact du stress oxydant sur l’organisation chromatinienne spermatique.  

La première partie de mon travail de thèse a ainsi consisté en l’analyse de la position 

tridimensionnelle (3D) des chromosomes dans le noyau spermatique murin. Chez les 

Mammifères, l'organisation du noyau spermatique a été décrite notamment au niveau du 

positionnement des chromosomes pour être non aléatoire (Foster et al., 2005 ; Zalenskaya and 

Zalensky, 2004). Nous avons pu montrer que les chromosomes possèdent une position 

préférentielle dans le noyau spermatique murin et que cette position permettait 

d’expliquer la différence d’oxydation observée entre les chromosomes (Article I, figure 1 ; 

Kocer et al., 2015). Nous confirmons cette observation par l’utilisation d’une approche 

d’immuno-FISH où nous localisons dans un même noyau spermatique le chromosome 19 et 

l’oxydation de l’ADN (figure 75).  

Nous avons pu définir pour la première fois, les paramètres 3D (volume et superficie) 

des différents chromosomes dans le noyau spermatique murin. Nous observons que la 

majorité des chromosomes occupent des volumes précis dans le noyau spermatique à 

l’exception du chromosome 2, qui ne possède pas de localisation préférentielle et des 

chromosomes 3 et 12 qui peuvent être retrouvés dans deux régions discrètes du noyau 

spermatique. En effet, nous avons observé que le chromosome 2 occupe des volumes différents 

selon sa position dans le noyau spermatique murin (Article I, tableau supplémentaire 1). Cela 

suggère que le chromosome 2 adapte son niveau de compaction et sa position dans le noyau 

spermatique murin. La première hypothèse que nous avons testée a été de savoir si la position 

du chromosome 2 dépendait de la présence du chromosome X ou Y. Le chromosome X et le 

chromosome Y étant de tailles différentes cela pourrait expliquer les variations observées pour 

le chromosome 2 sachant que le volume du noyau spermatique ne varie pas entre un 

spermatozoïde Y et un spermatozoïde X (Article I, tableau 2). Une analyse de localisation de 

deux chromosomes simultanément ne nous a pas permis de valider cette hypothèse car le 



Figure 76 : Illustration de la modélisation 3D du noyau spermatique murin obtenue grâce à
la collaboration avec le LIMOS.
A partir des différentes images 3D des composants de la tête spermatique, nous souhaitons créer
un modèle 3D regroupant tous les chromosomes du noyau spermatique dans le noyau
spermatique murin.
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chromosome 2 se positionne dans les 4 régions arbitrairement définies de manière égale 

indépendamment du chromosome X ou Y (Article I, figure 1). Nous supposons que la position 

du chromosome 2 pourrait dépendre d’une combinaison de positionnement de plusieurs 

chromosomes. En effet, comme évoqué plus haut, d’autres chromosomes présentes des 

distributions non uniques. Le chromosome 3 et le chromosome 12 occupent chacun deux 

positions préférentielles. Ainsi, nous pouvons faire l’hypothèse que ces trois chromosomes 2, 

3 et 12 absorbent en modulant leur volume et leur position, les variations d’organisation dues à 

la différence de taille des chromosomes sexuels. Cependant, il nous est, actuellement, 

impossible d’un point de vue technique de réaliser des marquages multiples des chromosomes. 

Nous avons établi une collaboration avec des mathématiciens et informaticiens (LIMOS, 

Clermont-Ferrand), afin d’élaborer une modélisation 3D de la position des chromosomes du 

noyau spermatique (figure 76) qui nous permettrait de mieux appréhender les positions relatives 

des chromosomes. Nous souhaitons à terme établir une approche d’étude tridimensionnelle de 

l’organisation des chromosomes, comme établie par Bolzer en 2005, éventuellement 

transposable à d’autres types cellulaires (figure 76 ; Bolzer et al., 2005) ; en incluant dans notre 

modèle les différents composants de la chromatine (histones, protamines, matrice nucléaire) 

sachant qu’ils occupent chacuns des positions particulières dans le noyau spermatique. 

 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes posé la question de savoir si le stress 

oxydant pouvait modifier ou non la position des chromosomes dans le noyau spermatique. 

Récemment, une équipe a montré que les dommages à l’ADN spermatique humain comme la 

fragmentation conduisait à une relocalisation des centromères de différents chromosomes 

(Wiland et al., 2016). Nous constatons dans les modèles murins dont nous disposons, que le 

stress oxydant n’affecte pas la position des chromosomes dans le noyau spermatique 

murin (Article I, tableau 1). Nous pouvons potentiellement expliquer cette différence par le 

fait que l’altération du noyau spermatique provoquée dans nos modèles transgéniques est de 

moindre envergure que la fragmentation du noyau spermatique humain dont il est question dans 

l’étude de Wiland (Wiland et al., 2016). Par ailleurs, le noyau spermatique humain présente une 

compaction bien moindre comparée au noyau spermatique murin attestée par le fait que le 

niveau d’histones persistantes est plus élevé (Erkek et al., 2013 ; Gatewood et al., 1990 ; 

Hammoud et al., 2009). Ainsi, le noyau spermatique humain est sans aucun doute plus plastique 

conduisant à des mouvements des chromosomes les uns par rapport aux autres plus facilement 

que dans le noyau spermatique murin plus condensé.  



Figure 77 : Représentation schématique des modèles proposés d'organisation de la chromatine
dans les noyaux de spermatozoïdes murins.
A. Représentation schématique du modèle dans lequel il y a une rangée linéaire de chromocentres

(rouge) situés en partie basale du noyau spermatique ; avec les bras chromosomiques (bleu clair)
s'étendant vers les télomères (verts) qui sont localisés à la "périphérie extrême" du noyau murin.

B. Nous présentons une version raffinée du modèle qui représente une organisation plus segmentée,
avec des télomères et des centromères localisés dans le noyau murin.

Télomères

Centromères

Bras Chromosomiques 
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Comme nous avons pu l’évoquer dans l’introduction, les espèces oxygénées réactives 

sont indispensables à la compaction optimale du noyau spermatique lors du transit 

épididymaire. Chez les souris Gpx5-/-, où le stress oxydant épididymaire est augmenté, nous 

avons constaté une compaction plus importante du noyau spermatique murin (Article I, 

tableau II). La compaction du noyau spermatique est un paramètre clé de la fertilité qui peut 

influencer la mobilité et la réussite de la fécondation (Liu and Baker, 2007). La littérature 

rapporte que des souris invalidées pour Sngpx4 présentant un défaut de compaction de la 

chromatine ont des difficultés à pénétrer la zone pellucide (Pipolo et al., 2017 ; Puglisi et al., 

2012). Dans nos modèles de souris, nous n’avons néanmoins jamais évalué cette capacité de 

liaison à la zone pellucide qui pourrait être altérée que ce soit chez les souris DKO ou chez les 

souris Gpx5-/- qui présentent une augmentation de la compaction de la chromatine (Projet I, 

Article I, tableau I). Cette compaction accrue du noyau spermatique des souris Gpx5-/- n’affecte 

pas les taux de fécondation qui sont semblables lorsque nous comparons les croisements mâles 

Gpx5-/- x femelles WT avec les croisements mâles WT x femelles WT (Chabory et al., 2009). 

Cependant, nous ne savons pas aujourd’hui si cette compaction accrue du noyau spermatique 

perturbe la phase de décondensation de ce noyau post-fécondation et son évolution en 

pronucleus mâle. Des expériences de cinétique de décondensation en ayant recours au time-

lapse sont envisagées pour tenter de répondre à cette interrogation. 

 

Concernant les télomères ceux-ci ont été observés en périphérie du noyau spermatique 

humain alors que les centromères sont organisés en « chromocentre » au centre du noyau 

spermatique (Zalensky and Zalenskaya, 2007). Récemment, une étude a montré que ces régions 

des chromosomes s’organisent en clusters au sein du noyau spermatique humain (Ioannou et 

al., 2017). En accord partiel avec les études réalisées sur les spermatozoïdes humains, nous 

montrons ici chez la souris que les régions centromériques et télomériques s’organisent en 

clusters à la périphérie du noyau spermatique (figure 77 ; Article I, figure 2). Les études 

d’immunofluorescence, nous montrent que ces régions chromosomiques co-localisent avec les 

régions spermatiques oxydées (figures 23 et 47 et Article I, figure 3 ; Noblanc et al., 2013). En 

concordance avec ces observations, nous avons montré précédemment que l’oxydation de 

l’ADN touche les régions répétées de type SINE, des séquences retrouvées préférentiellement 

dans les régions péri-centromériques (figure 50 ; Kocer et al., 2015 ; Prades et al., 1996). Dans 

le contexte spermatique, les régions télomériques et centromériques présentent un intérêt 

particulier car elles permettent d’assurer la mise en place des chromosomes et leurs stabilités   
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après la fécondation (Thilagavathi et al., 2013). Il a par ailleurs été montré que les télomères 

interviennent aussi dans la formation du pronucleus mâle (Zalenskaya et al., 2000). Étant donné 

la richesse en guanine des télomères, leur susceptibilité vis-à-vis des atteintes oxydantes devrait 

être importante. Néanmoins, ce point reste à vérifier car nos données de séquençage des régions 

oxydées des chromosomes murins sur le modèle Gpx5-/- n’ont pas mis en avant une sensibilité 

particulière des régions télomériques à l’oxydation (Kocer et al., 2015). La littérature suppose 

que les télomères puissent être sensibles au stress oxydant. Si c’est effectivement le cas en 

cellule spermatique, la moindre atteinte de ces régions pourrait entraîner des défauts de 

formation du pronucleus mâle et donc de développement (Houben et al., 2008). Il a été par 

ailleurs montré que la présence de la guanine oxydée (résidus 8-OHdG) pourrait inhiber la 

liaison de nombreux facteurs de transcription et de protéines intervenant dans la protection des 

télomères, comme les protéines telomeric repeat-binding (TERF) TERF1 et TERF2 (Opresko 

et al., 2005 ; Valinluck et al., 2004). Pour creuser cette question de la stabilité des chromosomes 

spermatiques en contexte de stress oxydant nous pourrions mesurer dans la première cellule du 

zygote, la taille des télomères en comparant les embryons obtenus avec des ovocytes fécondés 

par un spermatozoïde de souris sauvage ou invalidée pour Gpx5, afin de voir si l’oxydation de 

l’ADN induit un raccourcissement des télomères. Cela est possible via une approche dite de 

« telomere restriction fragment » (TRF) qui consiste à mesurer la longueur des télomères après 

digestion de l’ADN non télomérique par différentes enzymes de restriction et migration sur gel 

(Mender and Shay, 2015). Une évaluation du niveau des protéines de protection et de réparation 

des télomères telles que TERF1 et 2 pourrait être aussi réalisée (Opresko et al., 2005 ; Valinluck 

et al., 2004).  

�

Un autre point important est le chromosome sexuel Y qui est un chromosome difficile 

à réparer à cause de sa faible capacité de recombinaison et de sa richesse en séquences répétées 

(Rozen et al., 2003). Étant donné sa forte oxydation (figure 48 ; Kocer et al., 2015), la 

probabilité de transmettre un chromosome Y défectueux, avec un fort taux de mutation à la 

descendance mâle, peut-être significativement plus élevé dans les spermatozoïdes présentant 

des dommages oxydants. Une perspective intéressante serait d’étudier par une approche de 

séquençage exomique, l’éventuelle transmission de mutations du chromosome Y dans la 

descendance en comparant les souriceaux mâles issus d’un croisement entre des souris femelles 

WT croisées avec des mâles WT ou invalidés pour Gpx5. Chez la souris, le gène Sry (Sex-

determining region on the Y Chromosome), qui conduit à la différenciation des gonades en 



Figure 78 : Modèle illustrant les complexes LINC dans la tête spermatique murine.
Des complexes « linker of nucleoskeleton and cytoskeleton » (LINC) permettent de connecter le noyau
et l’acrosome à la manchette microtubulaire environnante (MT) et l’actine-F respectivement.
ONM : outer nuclear membrane ; INM : inner nuclear membrane.
(Modifiée d’après Göb et al., 2010)
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testicules par une cascade moléculaire, est situé sur le bras court du chromosome Y, qui est la 

région que nous avons trouvé fortement oxydée (Kocer et al., 2015). Le long bras du 

chromosome Y, quant-à-lui, est connu pour porter une information génétique requise pour la 

spermatogenèse (pour revue voir Krausz and Casamonti, 2017) et la compaction de la 

chromatine (Yamauchi et al., 2010) et notamment le gène Sly. Les souris invalidées pour Sly 

présentent une différentiation spermatique anormale associée à des défauts de compaction de 

la chromatine et des dommages à l’ADN (Cocquet et al., 2009 ; Riel et al., 2013). Il serait donc 

intéressant d’évaluer au niveau spermatique et dans la descendance des différents croisements, 

si le gène Sry ou le gène Sly (présents en de multiples copies) arborent des mutations.  

 

D’autre part, outre l’organisation tridimensionnelle des chromosomes dans le noyau 

spermatique, nous avons pu observer grâce à l’approche d’immunofluorescence couplée à un 

traitement tridimensionnel que les histones persistantes occupent une région appelée la crête 

dorsale liée à la matrice nucléaire (Article I). Cette dernière fait le lien entre l’ADN, l’enveloppe 

nucléaire et le cytosquelette, via l’intermédiaire de protéines dont notamment les protéines SUN 

et les lamines (pour revue voir : Meinke and Schirmer, 2015). Certaines protéines SUN sont 

spécifiques et indispensables à la formation du noyau spermatique telles que SPAG4 (Sperm 

associated antigen 4 ou SUN 4 ; Calvi et al., 2015 ; Pasch et al., 2015). Des souris invalidées 

pour le gène codant pour SPAG4 présentent une globozoospermie associée à des 

spermatozoïdes dont la membrane nucléaire est déformée (Calvi et al., 2015 ; Pasch et al., 

2015). Il a été proposé que les protéines SUN pourraient intervenir dans la formation du 

pronucleus mâle (Zhang et al., 1996). Nous pouvons faire l’hypothèse que des altérations de 

ces protéines SUN comme l’oxydation pourraient induire des défauts ou un retard dans la 

formation du pronucleus mâle. En effet, ces protéines SUN sont localisées sur la crête dorsale 

(figure 78) et dans la partie basale et sont donc potentiellement touchées par l’oxydation. Par 

ailleurs, SPAG4 a été montrée pour co-localiser et interagir avec la ß-tubuline (Pasch et al., 

2015) et nous avons pu montrer que cette dernière co-localise avec les régions oxydées dans le 

noyau spermatique murin, suggérant que ces régions d’organisation du noyau sont 

potentiellement touchées par l’oxydation. Il serait intéressant de voir si ces protéines sont 

effectivement altérées par l’oxydation en évaluant si ces protéines sont relocaliser par une 

approche d’immunofluorescence ; mais aussi d’évaluer leur implication après la fécondation 

dans le développement embryonnaire.  
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Dans les cellules somatiques, les régions de la membrane nucléaire liées à la matrice 

nucléaire (MAR) sont supposées être organisatrices de la chromatine et rendre la chromatine 

permissive ou non à la transcription des gènes (Arope et al., 2013). Il semblerait que dans le 

noyau spermatique, les MAR jouent un rôle similaire (à l’exception du rôle transcriptionnel 

dans une cellule silencieuse) permettant ainsi l’organisation de la chromatine spermatique, et 

après la fécondation, la formation du pronucleus mâle et le développement embryonnaire 

(Linnemann et al., 2009 ; Shaman et al., 2007a, 2007b). Dans le noyau spermatique, les régions 

MAR sont associées aux régions riches en histones (Hammoud et al., 2009 ; Ward, 2010). Les 

études que nous avons menées sur les noyaux spermatiques oxydés confirment que ces régions 

contiennent des histones persistantes qui sont localisées dans la région basale et sur la crête 

dorsale du noyau spermatique murin et sont touchées par l’oxydation (Noblanc et al., 2013 ; 

Ward, 2010). Néanmoins, la connaissance précise des régions géniques liées à ces histones est 

encore controversée et un consensus n’est pas atteint dans la communauté (Cf. Introduction 

Bibliographique). En effet, selon les approches techniques et analytiques utilisées, les 

différentes équipes qui se sont attachées à identifier les séquences spermatiques toujours en 

agencement nucléosomal ne trouvent pas les mêmes résultats. De plus, il n’existe pas de 

données identifiant les régions géniques liées aux différents variants des histones retrouvées au 

sein du noyau d’un spermatozoïde mature, tels que TH2B, H2AZ … ce qui a motivé la poursuite 

de nos investigations dans la caractérisation fine des séquences spermatiques murines liées aux 

histones.  

 

II.� L’identification des séquences liées aux histones persistantes attachées à la 

matrice nucléaire.  

Afin de tenter d’éclaircir cette situation, j’ai développé une approche permettant de 

séparer la chromatine associée aux histones persistantes attachées ou non à la matrice nucléaire. 

Durant l’analyse par immunoprécipitation des séquences oxydées de l’ADN spermatique du 

modèle Gpx5-/- il a été impossible de séparer les séquences liées ou non à la matrice nucléaire 

(Kocer et al., 2015). Aucune étude de ChIP-seq sur la chromatine spermatique réalisée par 

différentes équipes ne considère ces régions attachées à la matrice nucléaire (Erkek et al., 2013 

; Hammoud et al., 2009 ; Hisano et al., 2013). En effet, toutes ces études utilisent la même 

méthodologie de préparation de l’ADN spermatique qui consiste en une décondensation du 

noyau spermatique provoquant l’expulsion de grandes boucles d’ADN de la tête et la 

récupération de cet ADN par l’utilisation de la micrococcal nucléase (MNase). Cette approche 
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ne permet pas de récupérer l’ADN spermatique lié à la matrice nucléaire qui reste solidement 

accroché aux débris membranaires. À la suite de l’immunoprécitation des histones 

spermatiques persistantes liées ou non à la matrice nucléaire (figure 52) nous avons pu 

récupérer les séquences liées aux histones persistantes (H3, H2A.Z et TH2B) en dissociant 

celles liées à la matrice de celles non liées à la matrice. Nous observons de façon intéressante 

dans la fraction dite « surnageant » (non liée à la matrice nucléaire) la présence de séquences 

connues pour être associées aux histones persistantes (histone H3 ; Brykczynska et al., 2010 ; 

Hammoud et al., 2009). Il est intéressant de noter que les études d’immunoprécipitation de 

l’ADN oxydé ont montré que les régions oxydées du noyau spermatique murin s’alignaient de 

façon significative avec certaines régions associées au variant d’histone H2A.Z (figure 59). 

H2A.Z a été montré comme un variant d’histone essentiel dans l’organisation de la chromatine 

ainsi que dans la régulation de l’expression des gènes. Dans les cellules souches embryonnaires, 

H2A.Z est associée aux promoteurs de gènes du développement réprimés par le complexe 

polycomb PRC2 dont fait partie EZH2 (impliquée dans la méthylation de l’histone). H2A.Z à 

le même profil que SUZ12 qui est un partenaire d’EZH2 dans le complexe polycomb PRC 

(Creyghton et al., 2008). D’une façon plus large le variant H2A.Z a été impliqué dans les 

processus de transcription, de réparation de l’ADN, la cohésion de la chromatine, la structure 

des centromères et le maintien de la frontière eu/hétérochromatine (Greaves et al., 2007 ; 

Meneghini et al., 2003 ; Sharma et al., 2013 ; Suto et al., 2000 ; Xu et al., 2012). Actuellement, 

les fractions ADN collectées sont en attente de séquençage afin d’identifier les gènes en 

assemblage nucléosomal liés à la matrice nucléaire spermatique. 

 

Ces dernières années, il a été montré que le spermatozoïde ne transmet pas uniquement 

la chromatine à l’embryon mais aussi une information épigénétique portée en partie par la 

méthylation de l’ADN et en partie par les ARN (codants ou non). Cette information 

épigénétique est considérée comme un paramètre clé de la fertilité et du développement 

embryonnaire (pour revue voir : Cui et al., 2016 ; Marques et al., 2008 ; Poplinski et al., 2010). 

Chez l’homme, des études montrent que des altérations de l’épigénome paternel conduisent à 

des infertilités et à des défauts de développement embryonnaire voire à la transmission de 

maladies à la descendance (Chang et al., 2005 ; Chopra et al., 2010 ; Marees et al., 2009). 
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III.� L’épigénome spermatique en situation de stress oxydant épididymaire. 

Nous avons souhaité tester l’hypothèse que l’épigénome spermatique pouvait être 

modifié en cas de stress oxydant post-testiculaire en utilisant le modèle murin Gpx5-/- développé 

au laboratoire. Je me suis concentré sur la méthylation de l’ADN, mais d’autres approches sont 

menées au sein de l’équipe en particulier sur le volet des petits ARN spermatiques et 

épididymaires et leurs dynamiques en contexte WT ou Gpx5-/-.  

 

Concernant la méthylation de l’ADN spermatique, des études récentes ont rapporté que 

la modification du profil de 5hmC (une forme oxydé de la 5mC) dans le spermatozoïde humain 

pouvait être associée à des infertilités masculines (Efimova et al., 2017 ; Wang et al., 2015). 

Dans nos modèles, nous avons constaté une augmentation importante de la marque 5-

hydroxyméthylcytosine (5hmC) sur l’ADN spermatique des souris transgéniques Gpx5-/- 

et DKO (figure 61C). Les résultats obtenus semblent indiquer qu’un stress oxydant au niveau 

épididymaire conduit à une modification du méthylome spermatique en induisant une 

augmentation de l’oxydation de la 5-méthylcytosine (figure 61C). Nous observons la même 

chose sur des spermatozoïdes sauvages soumis à une exposition artificielle au peroxyde 

d’hydrogène (figure 61C). De façon logique, nous nous attendions à une diminution de la 5mC 

avec l’augmentation de la 5hmC chez les souris présentant un ADN oxydé. Or, de façon 

surprenante, nous constatons une augmentation de la méthylation de la cytosine sur les 

spermatozoïdes des modèles murins Gpx5-/- et DKO, ce que nous ne retrouvons pas avec 

une oxydation artificielle de l’ADN spermatique (H2O2 ; figure 61B). Il nous faudra donc 

expliquer ces augmentations des marques 5mC/5hmC dans l’ADN spermatique des souris 

Gpx5-/- et DKO, observées avec les deux approches immunoblot et kit Epimark®. Pour avoir 

une quantification plus précise de ces marques, nous avons envisagé d’utiliser une approche de 

spectrométrie de masse HPLC comme déjà réalisée par d’autres équipes sur l’embryon 

(Amouroux et al., 2016). L’idée étant d’évaluer le taux de méthylation et d’hydroxyméthylation 

du noyau des spermatozoïdes spermatiques issus de la tête et de la queue de l’épididyme des 

souris sauvages, Gpx5-/- et DKO. 

 

Parmi les gènes que nous avons testés qui présentent une augmentation de la marque 

5mC après utilisation de la technologie Epimark®, nous notons deux DMR intéressants H19 et 

Rasgrf1 (figure 63). Ces deux régions connues pour afficher une méthylation aberrante dans 



Figure 79 : Localisation de différents marqueurs dans le noyau spermatique murin.
Localisation périphérique et basale de l’hydroxyméthylation, de l’oxydation de l’ADN et de
l’histone H3 dans le noyau spermatique murin. Le noyau spermatique est marqué par
Hoechst (bleu).

5hmC 8-OHdG Histone H3
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certains cas d’infertilité (Khazaie and Nasr-Esfahani, 2014) et sont responsables du syndrome 

de Beckwith-Wiedmann (Chang et al., 2005). Toutefois, H19 et Rasgrf1 sont des gènes 

localisés sur les chromosomes murins 7 et 9 respectivement, que nous avons montré localisés 

dans la région ventrale du noyau spermatique (Article I, figure 1) qui ne correspond pas aux 

régions particulièrement susceptibles à l’oxydation (figure 47). De manière intéressante, la 

littérature rapporte que les souris invalidées pour Sngpx4 arborent aussi un défaut de 

méthylation du DMR du locus Igf2/H19 (Pipolo et al., 2017) ce qui pourrait être le cas dans 

notre modèle DKO et/ou Gpx5-/-. Néanmoins, en utilisant les mêmes primers que dans cette 

étude, nous ne trouvons pas de variations de l’hydroxyméthylation de ce locus dans nos modèles 

de souris transgéniques.  

L’absence de détection de la marque 5hmC par cette approche peut être due à un 

problème de coupure des enzymes MspI et HpaII. En effet, la présence de la guanine oxydée 

(8-OHdG) sur le site de coupure de l’enzyme (CCGG), a été montré pour inhiber cette coupure 

de l’ADN par des endonucléases telles que MspI et HpaII (Turk and Weitzman, 1995). De plus, 

il a été rapporté que l’oxydation de la guanine du dinucléotide CpG altère la mise en place de 

la méthylation de la cytosine par DNMT1 ou DNMT3A chez l’homme (Maltseva et al., 2009).  

 A plus long terme pour identifier les régions géniques touchées par 

l’hydroxyméthylation (donc par une potentielle déméthylation active après la fécondation) ou 

pour repérer des défauts de méthylation des gènes à empreinte parentale il faudra réaliser une 

analyse globale du méthylome spermatique des souris sauvages, Gpx5-/- et DKO. Il existe des 

techniques permettant de différentier les séquences d’ADN marquées par la 5hmC et le 5mC 

(Kirschner et al., 2018). Une fois cette identification acquise, nous pourrons alors comparer ces 

séquences avec celles identifiées lors de l’immunoprécipitation des séquences oxydées (Kocer 

et al., 2015) et celles obtenues après le protocole d’immunoprécipitation de la chromatine 

(ChIP) que nous avons développé. Nous permettant ainsi de mettre en lien les séquences 

différentiellement méthylées et hydroxyméthylées, celles oxydées et celles associées aux 

histones persistantes (figure 79).  

 

Nos résultats préliminaires suggèrent ainsi que l’épigénome spermatique peut être 

modifié par un stress oxydant lors du transit épididymaire. Il faudra donc que nous nous 

attachions à connaître l’origine et à identifier les acteurs de ce changement de l’épigénome. Il 

sera aussi nécessaire d’évaluer l’impact des modifications de l’épigénome spermatique par le 

stress oxydant sur le développement embryonnaire (figure 80). L’utilisation de 
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Figure 80 : Noyau spermatique oxydé et conséquences sur l’épigénome embryonnaire.
A. Lors d’un stress oxydant épididymaire, les espèces oxygénées réactives (EOR) induisent une

oxydation de la guanine (8-OHdG) spermatique. Le méthylome semble être modifié dans les
spermatozoïdes oxydés. Le spermatozoïde apporte un pool d’ARN (codants et non-codants).
Ce pool change au cours du transit épididymaire grâce notamment aux échanges avec les
épididymosomes. Ce pool d’ARN est sensible à l’environnement (Reilly et al., 2016 ; Sharma
et al., 2016).

B. Après la fécondation, l’ADN paternel oxydé peut impacter le méthylome du zygote. Les
spermatozoïdes oxydés peuvent apporter un pool d’ARN différent pouvant ainsi affecter le
développement embryonnaire.
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l’immunofluorescence 5hmC et 5mC dans des embryons fécondés par des spermatozoïdes de 

souris sauvages et transgéniques permettra éventuellement d’apprécier s’il existe des variations 

du méthylome au sein du pronucleus paternel. La logique voudrait qu’une augmentation de la 

marque 5hmC sur le noyau spermatique conduise à une déméthylation anormale (accrue) du 

pronucleus mâle. L’éventuelle déméthylation accrue de régions ADN telles que les régions 

répétées ou des régions portant les gènes à empreinte parentale paternelle (lesquelles, en 

contexte sauvage, ne subissent pas la déméthylation) pourrait avoir des conséquences 

importantes. La déméthylation de ces régions spécifiques pourrait expliquer les défauts de 

développement observés chez les souris Gpx5-/- et/ou les mortalités périnatales (Chabory et al., 

2009). Dans des protocoles d’ICSI où le spermatozoïde présente des dommages à l’ADN il a 

été observé un retard dans le processus de déméthylation et dans le développement 

embryonnaire (Fernández-Gonzalez et al., 2008 ; Gawecka et al., 2013). Il serait intéressant de 

confirmer ces observations en évaluant la cinétique de déméthylation du pronucleus mâle 

entre des embryons obtenus avec des spermatozoïdes sauvages Gpx5-/- et DKO. Nous pourrions 

par exemple évaluer si nous observons un délai entre les différents embryons dans le processus 

de déméthylation et le début du développement (réplication de l’ADN) par une approche 

d’incorporation de BrdU (Bromodéoxyuridine ; Wang et al., 2013). Par ailleurs, nous pourrions 

évaluer (Western-blot) le niveau des protéines impliquées dans la voie de déméthylation de 

l’ADN, TET-TDG-BER, dans les embryons issus de spermatozoïdes Gpx5-/- et DKO. Un bon 

exemple serait la protéine TDG qui est impliquée dans la reconnaissance des dérivés oxydés de 

la 5-méthylcytosine ou bien encore étudier des cytosines déaminases comme AID/APOBEC 

(Kohli and Zhang, 2013 ; Xue et al., 2016 ; Zhang et al., 2012). 

 

Un autre processus pourrait affecter la méthylation du pronucleus paternel, c’est la voie 

de réparation des dommages oxydants à l’ADN, faisant intervenir OGG1 qui reconnaît 

l’oxydation de la guanine en résidus 8-OHdG (Larsen et al., 2004). Récemment, il a été montré 

que cette enzyme est capable de lier l’enzyme TET et donc d’induire la déméthylation par 

oxydation de la 5-méthylcytosine accolée à la guanine oxydée (Zhou et al., 2016). Nous savons 

que OGG1 est mise en place au niveau spermatique et qu’après la fécondation, l’enzyme TET 

induit l’oxydation de certaines cytosines méthylées et conduit donc à la déméthylation du 

pronucleus mâle (Iqbal et al., 2011 ; Smith et al., 2013 ; Tahiliani et al., 2009). Nous présumons 

que si un spermatozoïde oxydé féconde un ovocyte, les régions méthylées proches d’une 

guanine oxydée risquent d’être elles-mêmes déméthylées, par recrutement de TET. A titre 
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d’exemple, les régions répétées de type SINE qui ont été montré pour être des régions méthylées 

(Ostertag and Kazazian, 2001) et sensibles à l’oxydation (figure 50 ; Kocer et al., 2015) mais 

qui normalement ne doivent pas être déméthylées, sont des régions que nous pourrons étudier. 

Une approche d’analyse du génome embryonnaire de type « oxidative bisulfite sequencing », 

permettrait de répondre à cette question en comparant des ovocytes fécondés par des 

spermatozoïdes issus de souris sauvages ou transgéniques.  

 

Dans un autre registre nous nous sommes récemment intéressés à tester l’hypothèse que 

le stress oxydant épididymaire pourrait éventuellement modifier une autre information 

épigénétique portée par les spermatozoïdes, les petits ARN codants ou non-codants. A l’instar 

de l’ADN, ces ARN contiennent des résidus guanines qui peuvent être oxydés, d’autant plus 

qu’ils ne sont pas protégés par des protéines nucléaires comme dans l’ADN. Par des approches 

de RNA-seq dans le cadre d’une collaboration avec un laboratoire de Shanghai (State Key 

Laboratory of Molecular Biology, Chinese Academy of Sciences, Prof Y-L Zhang) sous l’égide 

d’un programme Hubert Curien (PRC Cai Yuanpei 2016-2019) nous avons entrepris d’analyser 

quantitativement et qualitativement les petits ARN spermatiques et épididymaires des souris 

Gpx5-/- versus les souris WT (Chu et al., 2018 ; manuscrit en révision). Des différences notables 

ont été enregistrées à la fois au niveau de l’épididyme et des spermatozoïdes illustrant à nouveau 

qu’un stress oxydant post-testiculaire modifie les profils des marques épigénétiques 

spermatiques.  

Le rôle de l’épididyme dans le contrôle du pool des petits ARN embarqués par le 

spermatozoïde a été récemment mis en évidence par le groupe de Brett Nixon (Université de 

Newcastle, NSW, Australie). Ce dernier a récemment publié que la quantité en petits ARN non-

codants (ARNnc) spermatiques change au cours de la maturation post-testiculaire dans 

l'épididyme. Les auteurs montrent que les miRNA sont fortement représentés dans les 

spermatozoïdes de tête d’épididyme et sont largement diminués dans les spermatozoïdes de 

queue d’épididyme (Hutcheon et al., 2017). Inversement, les piRNA sont enrichis dans les 

spermatozoïdes matures prélevés dans la queue de l'épididyme (Hutcheon et al., 2017). Les 

épididymosomes, une population hétérogène de petites vésicules lipidiques libérées de 

l'épithélium épididymaire, sont mises en avant comme des intermédiaires dans l’apport aux 

spermatozoïdes d’un ensemble d’ARNnc (Reilly et al., 2016 ; Sharma et al., 2016). Ces 

observations démontrent la complexité et le caractère dynamique du pool d’ARNnc des 

spermatozoïdes (Hutcheon et al., 2017 ; Pantano et al., 2015).  
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Ensemble, ces résultats tendent à confirmer notre hypothèse de départ que le stress 

oxydant peut modifier l’épigénome spermatique. Ce constat nous invite à nous poser la question 

de l’impact du stress oxydant engendré par les protocoles de procréation médicalement assistée 

(PMA) sur l’épigénome spermatique (figure 81 ; pour revue voir : Agarwal et al., 2006). La 

modification de l’épigénome spermatique par un stress oxydant permettrait peut-être 

d’expliquer en partie certains cas d’infertilités masculines idiopathiques (Denomme et al., 2017 

; Song et al., 2015) voire des défauts de développement embryonnaire ou la transmission de 

maladies congénitales.  

 

Une fois évalué le niveau de stress oxydant la question pratique qui se pose au clinicien 

est celle de la possibilité d’une action thérapeutique. En d’autres termes, pouvons-nous corriger 

les altérations oxydantes du noyau spermatique ? 

 

IV.� La correction du stress oxydant par un supplémentation en antioxydants.  

Le stress oxydant, au sein de chaque cellule, est régulé par un système enzymatique et 

par la présence d’antioxydants non-enzymatiques tels que les vitamines, les polyamines et tout 

un ensemble de molécules qui ont pour effet de bloquer les radicaux libres et les espèces 

activées de l’oxygène. L’éventuel effet bénéfique d’une supplémentation antioxydante sur la 

fertilité mâle chez l’homme a été l’objet de nombreuses études qui n’ont pas permis d’atteindre 

un consensus. En cause, la disparité des études en termes de : cohortes de patients analysés et 

les raisons de leur infertilité, de molécules antioxydantes utilisées seules ou en combinaisons, 

de doses, de durée, de modes d’administration, de paramètres évalués (fertilité, ou amélioration 

des classiques paramètres spermatiques : numération, morphologie, mobilité). Néanmoins, 

même en l’absence de résultats prouvant l’efficacité de cette approche thérapeutique, les 

antioxydants sont très fréquemment utilisés spontanément par les patients eux-mêmes ou 

conseillés par les cliniciens. Ces dix dernières années le marché mondial des antioxydants ciblés 

sur la fertilité mâle s’est enrichi d’environ une centaine de formulations très diverses générant 

des chiffres d’affaires colossaux. 

Afin de mettre un peu de clarté dans cette cacophonie notre équipe de recherche a œuvré 

dans deux directions : 

� Optimiser pour la clinique un protocole de détection du niveau d’atteintes oxydantes du 

noyau spermatique humain qui soit fiable, pratique, précis et reproductible. Un des 
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objectifs a été de définir si possible des seuils de pathogénicité qui permettront de 

catégoriser les patients à traiter éventuellement en adaptant les doses au niveau 

d’oxydation enregistré.  

Ce travail conduit en partenariat avec les cliniciens locaux du centre AMP-CECOS (Centre 

d’évaluation et de conservation des ovocytes et du sperme) de l’Hôpital Estaing de Clermont-

Ferrand (service du Pr. Florence Brugnon) a conduit à la validation d’une approche en 

cytométrie en flux pour la détection des résidus 8-OHdG en sperme frais. Cette optimisation 

s’est accompagnée pour la première fois de la définition d’un seuil pathologique au-delà duquel 

les atteintes oxydantes du noyau spermatique sont corrélées avec des paramètres spermatiques 

anormaux et des situations cliniques connus pour induire des échecs reproductifs. Ces travaux 

ont récemment été publiés dans la revue Human Reproduction (Vorilhon et al., 2018, in press). 

J’ai participé marginalement à la partie pratique de cette étude ce qui a motivé que mon nom 

soit mentionné en « remerciements ».  

 

� Tester dans nos modèles murins transgéniques présentant des spermatozoïdes à noyau 

oxydé (modèle Gpx5-/-) l’efficacité d’une formulation antioxydante « raisonnée ».  

Par « raisonnée » il faut entendre une formulation élaborée avec soin associant un nombre 

minimal d’ingrédients indispensables, dont les rôles antioxydants sont prouvés, dont les effets 

bénéfiques sur les spermatozoïdes ont été avérés expérimentalement, dont l’association entre 

eux ne s’accompagne pas d’effets antagonistes et/ou d’effets secondaires (Gharagozloo et al., 

2016). Cette formulation a été élaborée au sein de la société CellOxess LLC (Pennington, New 

Jersey, Etats-Unis ; C.E.O. P. Gharagozloo) suivant une approche rigoureuse de type « drug 

design process » de l’industrie pharmaceutique avec les Professeurs John Aitken (Université 

de Newcastle, NSW, Australie) et Joël Drevet (Université Clermont Auvergne, Clermont-

Ferrand, France) tous deux exerçant en qualité de conseils scientifiques honoraires de cette 

entreprise de biotechnologie.  

 

Dans ce contexte, l’équipe a testé une formulation antioxydante commercialisée sous le 

nom de Fertilix® par la société CellOxess LLC donnée dans l’eau de boisson à différents 

groupes de souris. Nous avons ainsi pu montrer que l’utilisation d’une telle formulation 

permettait de réduire la proportion de spermatozoïdes présentant un ADN oxydé chez les 

souris Gpx5-/- à un niveau comparable aux souris sauvages (figure 4, Gharagozloo et al., 
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2016). Le dosage et la durée de traitement utilisés n’ont pas induit de décondensation des 

noyaux spermatiques, un risque associé à l’utilisation d’antioxydants sur le spermatozoïde 

puisqu’il faut un certain niveau d’oxydation pour assurer un pontage disulfure physiologique 

des groupements thiols portés par les protamines nucléaires pendant la descente épididymaire 

(Björndahl and Kvist, 2010b ; Greco et al., 2005 ; Lanzafame et al., 2009).  

 

L’effet bénéfique du traitement antioxydant est attesté par une baisse conséquente de 

l’expression des enzymes antioxydantes épididymaires (telles que la catalase, les GST ou 

certaines PRDX) démontrant que l’excès de peroxyde d’hydrogène induit par le contexte de 

stress oxydant chez les animaux Gpx5-/- était bien résorbé par les antioxydants donnés de façon 

exogène (Gharagozloo et al., 2016). L’ensemble des données recueillies au niveau de la queue 

de l’épididyme, organe de stockage des spermatozoïdes, semble montrer que le stress oxydant 

est diminué au sein de cet organe par l’apport d’une supplémentation orale antioxydante (figure 

73 et figure 4, Gharagozloo et al., 2016).  

 

A l’inverse, dans la tête de l’épididyme des souris WT, nous observons une 

augmentation de l’expression de la Sod, des Gstµ et π chez les souris sauvages traitées et une 

tendance à l’augmentation de la Gpx1 et 3 semblant indiquer la présence d’un stress chez des 

souris sauvages supplémentées (figure 72). Ces observations renforcent l’idée que 

l’administration d’antioxydants dans un contexte où cela n’est pas nécessaire peut induire des 

effets délétères.  

 

Nous avons également évalué l’expression des enzymes de la famille des 

thiorédoxines, : Txn1 et la Txnl1. Ce sont des enzymes clés intervenant dans le recyclage des 

GPx et des PRDX (figure 32 ; pour revue voir Netto and Antunes, 2016). Elles ont leurs 

expressions augmentées dans la tête, la queue d’épididyme et le foie des souris traitées que ce 

soit chez les souris Gpx5-/- ou les souris sauvages (figure 82). L’augmentation de l’expression 

de ces deux enzymes pourrait s’expliquer par le fait que nous perturbons l’équilibre antioxydant 

dans ces tissus après l’administration de la supplémentation. Il est probable que l’apport de 

vitamines telles que la vitamine C ou E (molécules qui facilitent l’action des thiorédoxines et 

des GST ; figure 32) soit en cause. Il serait intéressant de compléter cette étude et d’évaluer le 

niveau de chacune de ces protéines par une approche de Western-blot ainsi que leurs activités 
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afin de confirmer les changements observés dans le système antioxydant enzymatique de 

l’épididyme et d’autres tissus. Nous devrions aussi mesurer le niveau d’expression des enzymes 

thiorédoxines réductases (Trxr) qui contrôlent le recyclage des thiorédoxines et permettent la 

réduction de la vitamine C (vitamine apportée dans la supplémentation ; figure 32).  

 

Ainsi, après évaluation du niveau d’oxydation du noyau spermatique il est possible 

d’envisager de corriger les altérations oxydantes par une approche thérapeutique simple de 

supplémentation orale en antioxydants. Il reste encore beaucoup d’étapes avant de valider 

complétement l’efficacité et l’innocuité d’une telle stratégie en clinique. Des essais cliniques à 

grande échelle, multicentriques, en double aveugle, placebo versus antioxydants devront être 

menés pour valider ce choix thérapeutique. Il serait par ailleurs intéressant d’évaluer en 

parallèle si le traitement antioxydant corrige (ou bouleverse encore plus) les modifications du 

méthylome spermatique observées chez les souris Gpx5-/- et/ou DKO (figure 61).  

 

En effet, une étude de 2009, montre qu’une formulation antioxydante induit des 

variations du méthylome spermatique (Tunc and Tremellen, 2009). Les auteurs montrent que 

le méthylome spermatique de patients infertiles est diminué et que l’administration d’une 

supplémentation orale antioxydante permet un retour à un méthylome comparable à celui des 

patients fertiles non traités (Tunc and Tremellen, 2009). Plus récemment, il a été rapporté que 

des souris mâles en sous-nutrition présentaient un taux de spermatozoïdes à noyau oxydé (8-

OHdG) augmenté et une baisse de la 5mC (McPherson et al., 2016). Une supplémentation en 

antioxydants et vitamines chez ces souris permet de restaurer la méthylation spermatique et un 

taux basal de spermatozoïdes positifs pour la 8-OHdG (McPherson et al., 2016). D’autres 

études rapportent un impact d’une supplémentation en antioxydants sur le méthylome. Par 

exemple, un des composés de la formulation que nous avons utilisé, l’acide folique module la 

disponibilité en S-adenosyl-1-méthionine, le donneur du groupement méthyle pour la 

méthylation de la cytosine (Jirtle and Skinner, 2007). Une déficience en acide folique conduit 

à une méthylation anormale au niveau de l’ADN spermatique sur des gènes impliqués dans le 

diabète tels que Nkx2-2, qui code pour un facteur de transcription et conduit à des défauts de 

développement embryonnaire (Lambrot et al., 2013). Récemment, un apport excessif d’acide 

folique conduit de la même façon à des défauts de développement embryonnaire en lien avec 

une variation du méthylome (Ly et al., 2017). Des résultats similaires sont observés chez des 

patients traités avec une supplémentation à haute dose d’acide folique (Aarabi et al., 2015). 
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Cependant, aucune hypothèse n’a été formulée sur des variations du 5-hydroxyméthylcytosine 

où qu’un apport d’antioxydants pourrait réduire le niveau de 5hmC. Des études approfondies 

pour établir le lien entre environnement et modification de cette marque seront donc 

nécessaires.  

 

Au regard de ces observations, l’apport d’une supplémentation orale antioxydante doit 

être intégrée comme un « stress alimentaire » dont l’impact sur le méthylome est bien démontré 

(figure 83). Or, à ce jour les supplémentations en antioxydants sont données de manière non 

contrôlée et sans évaluation du stress oxydant des patients. Ainsi, une évaluation du niveau de 

stress oxydant mais aussi de l’épigénome spermatique des patients avant et pendant le 

traitement serait nécessaire. Il serait intéressant de proposer une approche efficace, rapide et 

peu coûteuse au centre de PMA pour évaluer le niveau de stress oxydant chez des patients 

infertiles, ce qui actuellement n’est jamais fait. La spectrométrie de masse HPLC pourrait 

permettre d’évaluer à la fois le taux d’oxydation de la guanine mais aussi des marques 5mC, 

5hmC dans l’ADN spermatique de patients.  

 

Si l’alimentation induit des variations au niveau du méthylome spermatique, il a été 

récemment démontré qu’elle induisait aussi des variations du pool d’ARN spermatique à 

l’origine d’effets sur les générations suivantes. Une supplémentation orale en antioxydants, qui 

passe par l’alimentation pourrait donc potentiellement aussi induire des variations des ARN 

tissulaires et spermatiques. Pour exemple, un stress nutritionnel (régime riche en graisse) chez 

des rongeurs, modifie le contenu en miARN spermatique et est à l’origine de la transmission 

de « maladies métaboliques » à la descendance (Fullston et al., 2013). Dans des études plus 

récentes, un régime riche en graisse ou faible en protéines, administré à des souris mâles conduit 

à une augmentation d’une catégorie de tRNA fragmentés et est associé à des maladies 

métaboliques (diabète, obésité) dans la descendance (Chen et al., 2016 ; Sharma et al., 2016). 

De plus, la micro-injection de ces ARN dans des ovocytes fécondés par des spermatozoïdes 

issus de mâles nourris avec un régime normal induit des embryons présentant des anomalies 

métaboliques. Il apparaît donc clairement que l’environnement influence les ARN (codants ou 

non) spermatiques et contribue à des défauts de développement ou de santé dans la 

descendance. Une nouvelle étude de la supplémentation en antioxydants sur l’épigénome 

(méthylome, ARN) tissulaire et spermatique devra être réalisée pour répondre à ces questions. 
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En conclusion, nous avons pu montrer que le stress oxydant au niveau 

épididymaire engendre des dommages à l’ADN spermatique (augmentation de 

l’oxydation de la guanine) mais aussi à l’épigénome spermatique (augmentation de la 

méthylation et de l’hydroxyméthylation et de probables variations des ARNnc). Au vu des 

différentes données rapportées ici, il semble essentiel de poursuivre les études 

fondamentales pour comprendre dans quelle mesure un stress oxydant post-testiculaire 

altère le patrimoine génétique paternel, challenge les systèmes de réparation ovocytaire 

et potentiellement peut-être à l’origine de la transmission de mutations de novo dans la 

descendance. En outre il sera important de poursuivre les analyses concernant l’impact 

du stress oxydant sur l’épigénome spermatique (méthylome et ARN) et d’évaluer quelles 

peuvent être les conséquences sur le développement embryonnaire. Les modèles murins 

dont nous disposons sont particulièrement adaptés pour répondre à ces questions.  

En clinique, la prise en compte des altérations oxydantes du noyau spermatique et 

de leurs potentiels impacts sur la fertilité et la descendance devra être accrue. L’utilisation 

de tests supplémentaires pour caractériser l’intégrité du noyau spermatique, telles que 

l’évaluation de la fragmentation et de l’oxydation de l’ADN, doit être promue une fois 

prouvée leur efficacité. Enfin, le développement d’actions thérapeutiques simples telle que 

la supplémentation en antioxydants attend encore à ce jour les résultats de la conduite de 

larges essais cliniques. 
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Abstract

Word count: 150

 

The past decade has seen a tremendous increase in interest and progress in the field of sperm epigenetics. Studies have shown
that chromatin regulation during male germline development is multiple and complex, and that the spermatozoon possesses a
unique epigenome. Its DNA methylation profile, DNA-associated proteins, nucleo-protamine distribution pattern and non-coding RNA
set up a unique epigenetic landscape which is delivered, along with its haploid genome, to the oocyte upon fertilization, and
therefore can contribute to embryogenesis and to the offspring health. An emerging body of compelling data demonstrates that
environmental exposures and paternal lifestyle can disturb the sperm epigenome and, consequently, may affect both the embryonic
developmental program and the health of future generations. This short review will attempt to provide an overview of what is
currently known about sperm epigenome and the existence of transgenerational epigenetic inheritance of paternally acquired
traits that may contribute to the offspring phenotype.
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 ���
Abstract  ���
The past decade has seen a tremendous increase in interest and progress in the field of sperm �	�
epigenetics. Studies have shown that chromatin regulation during male germline development �
�
is multiple and complex, and that the spermatozoon possesses a unique epigenome. Its DNA ���
methylation profile, DNA-associated proteins, nucleo-protamine distribution pattern and non-��
coding RNA set up a unique epigenetic landscape which is delivered, along with its haploid ���
genome, to the oocyte upon fertilization, and therefore can contribute to embryogenesis and to ���
the offspring health. An emerging body of compelling data demonstrates that environmental ���
exposures and paternal lifestyle can disturb the sperm epigenome and, consequently, may affect ���
both the embryonic developmental program and the health of future generations. This short ���
review will attempt to provide an overview of what is currently known about sperm epigenome ���
and the existence of transgenerational epigenetic inheritance of paternally acquired traits that �	�
may contribute to the offspring phenotype. �
�
 ���
 ��
Keywords: sperm, paternal epigenome, chromatin, histone post-translational modifications, ���
protamines, embryo development, DNA methylation, sperm non-coding RNA.  ���
 ���
 ���
 ���
Introduction  ���
The aim of spermatozoa is to deliver the haploid paternal genome to an oocyte during �	�
fertilization. Spermatozoa are highly specialized cells generated in the testis through a �
�
differentiation process called spermatogenesis. They are equipped with specific structures to ���
achieve fertilization, such as a flagellum which confers mobility and a very compact nucleus ��
which ensures protection of the paternal genome. Their chromatin organization differ ���
significantly from that of somatic cells: while, in the latter, the chromatin is packed into ���
nucleosomes containing 146 bp of DNA wrapped around an octamer of basic proteins named ���
histones (Kornberg, 1974), in mammalian sperm cells, the chromatin is organized in a very ���
compact structure described as a “doughnut loop” or “toroid” in which the DNA is wrapped ���
around even more basic, smaller proteins, called protamines. As a result, the sperm nucleus is ���
about seven times smaller than that of an interphase somatic cell (Ward and Coffey, 1991). �	�
During the last step of spermatogenesis, histones are progressively replaced by protamines �
�
through a series of complex chromatin remodelling events which have been the focus of recent ���
studies (see for instance, Barral et al., 2017; Gaucher et al., 2012; Liu et al., 2017; Montellier ��
et al., 2013). The key steps of histone-to-protamine transitions are i) opening of the chromatin, ���
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owing to the combination of post translational modifications of histones, in particular histone 	��
hyperacetylation, and incorporation of histone variants, ii) eviction of most histones while 	��
transition proteins and some late expressed histone variants are transiently incorporated, iii) 	��
removal of transition proteins and of most remaining histones, while protamines are 	��
incorporated [For reviews on this topic, see (Hoghoughi et al., 2017; Rathke et al., 2014)]. The 	��
majority of histones are replaced by protamines during spermiogenesis  but some do persist in 		�
mature sperm (Figure 1 ; Oliva and Dixon, 1991; Wykes and Krawetz, 2003; Gatewood et 	
�
al.,1990 ; Tanphaichitr et al., 1978). First seen as histone remnants of an inefficient replacement 	��
process, it is now rather clear to the scientific community that sperm persisting histones 	�
contribute to the paternal information brought to the oocyte and the developing embryo. There 	��
is nevertheless an ongoing debate regarding the genomic location of those persistent histones 
��
(Brykczynska et al., 2010; Carone et al., 2014; Hammoud et al., 2009; Kocer et al., 2015; Royo 
��
et al., 2016; Samans et al., 2014). Interestingly, it has also been recently demonstrated that 
��
spermatozoa do not only transmit their DNA and chromatin to the embryo. Along with the 
��
haploid genome and various epigenetic marks carried by the DNA and associated chromatin 
��
proteins, spermatozoa bring along a complex array of RNAs (both coding and non-coding). 
	�
Recent reports have shown that some of these RNAs may affect the developing embryo and/or 

�
the progeny (Chen et al., 2016; Sharma et al., 2016).  
��
Therefore, from now on, the issues of male fertility, successful reproduction, optimal 
�
embryonic development, offspring’s health and that of the subsequent generations cannot be 
��
solely attributed to sperm DNA integrity. The picture is now more complex and beside an ���
optimal paternal genetic code one has to consider the highly dynamic and environmentally ���
susceptible epigenetic information carried by the paternal nucleus.  ���
      In the present review, we focus on sperm-specific chromatin features and epigenome. ���
Subsequently, with the literature available to date we illustrate the impact that the sperm ���
epigenome may have on early embryo development and the consequences of environmental �	�
effects on paternal epigenome inheritance.  �
�
 ���
The mammalian sperm epigenome ��
Epigenetics (from “epi” in Greek which means above/upon/near) is the study of heritable ���
changes in gene expression that are not caused by modifications in the primary DNA sequence ��
(Goldberg et al., 2007). Epigenetic information is cell specific, dynamic and responsive to ��
environmental influences. Epigenetic regulation can occur via three main processes in ��
mammals: i) DNA methylation and associated modifications ii) the histone/chromatin code ��
which consists mainly in histone variants and their post-translational modifications and iii) non-��
coding RNA.  	�
 
�
  ��
DNA methylation and beyond �
 DNA methylation is the most studied epigenetic modification in the literature, probably ��
owing to its robustness compared to histone post-translational modification (PTM) or RNA. It ���
consists in the addition of a methyl group of S-adenosyl-1-methionine to carbon five of cytosine ���
resulting in the formation of 5-methylcytosine (5mC). DNA methylation is an important ���
regulator of gene expression demonstrated to be globally involved in gene regulation, and, more ���
specifically, in transposon silencing, genomic imprinting, maintenance of genome integrity or ���
X chromosome inactivation (for reviews, see Bird, 2002; Hackett et al., 2012; Messerschmidt �	�
et al., 2014). In mammalian cells, cytosine methylation occurs mostly at CpG dinucleotides. �
�
CpG islands (CGI), which are long regions rich in CG repeats located in promoter regions, ���
remain largely hypomethylated; most other CpG (i.e. in non-CpG island promoters, gene ��
bodies, transposons and intergenic regions) are targets of DNA methylation. DNA methylation ���
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at promoter regions is associated with gene repression (Messerschmidt et al., 2014). It is carried ����
out by DNA methyltransferases (DNMTs) that are divided in two classes: DNMT3A, ����
DNMT3B and DNMT3L (Bestor, 1988a, 1988b) are responsible for de novo methylation, while ����
DNMT1 is involved in methylation maintenance (for review, see Chen and Li, 2004). A fourth ����
de novo DNMT has been recently identified in rodents (Barau et al., 2016; Jain et al., 2017).  ����

In gametes, DNMTs also establish a differential DNA methylation on ICR (Imprinting ��	�
control regions) a phenomenon known as paternal or maternal imprinting depending on whether ��
�
it takes place in male or female germ cells (Kaneda et al., 2004; Kato et al., 2007). These ICR ����
are maintained in the embryo meaning that somatic cells present, at a few loci, paternal or ���
maternal mono-allelic methylation patterns which results in a maternal or paternal mono-allelic ����
expression, respectively (Hanna and Kelsey, 2014). This phenomenon only concerns a minor ����
part of the genome (to date there are less than 30 ICR in the mouse genome) but has an ����
important signification in term of development and health. Most of them are maternal ICR and ����
only 3 of them are established in male gametes. ����
Transposon silencing is also mediated by DNMTs and established in the male gametes with a ����
high efficiency.  ��	�

All these distinct sex-dependent DNA methylation profiles are essential for male ��
�
gametogenesis as demonstrated by reports that DNMT3A and 3B invalidation leads to an arrest ����
in meiosis, an overexpression of repeated elements such as LINEs (long interspersed nuclear ���
elements) and IAP (intracisternal A particles) and, a loss in spermatocytes via apoptosis; while ����
DNMT3L invalidation leads to male sterility because de novo methylation is absent in germ ����
cells (Bourc’his and Bestor, 2004; Kaneda et al., 2004; Kato et al., 2007; Walsh et al., 1998).  ����

 ����
Overall, depending on the cellular type and development period, the genome is more or ����

less methylated (Bird, 1986; Bogdanović and Veenstra, 2009) with two major reprogramming ����
time points during mammalian development: in primordial germ cells (PGC) and pre-��	�
implantation embryos. ��
�
 During the formation and migration of PGC at E12.5 to E13.5 days in mouse, DNA ����
methylation is erased up to a point that solely 10% of total CpG remain methylated. This is ���
required because PGC are derived from embryo cells that have already acquired a somatic fate ����
(Guibert et al., 2012; Hajkova et al., 2002; Seisenberger et al., 2012). The erasure of CpG ����
methylation (5mC) is a key component of PGC specification, but the dynamics and ����
underlying mechanisms of this process remained unclear (Hackett et al., 2012). Recent ����
studies have shown that conversion of 5mC to 5hmC (5-hydroxymethylcytosine) is ����
instrumental to the DNA demethylation process and involves enzymes belonging to the ten-����
eleven translocation (Tet) family (Gan et al., 2013; Hackett et al., 2013; Tahiliani et al., 2009). ��	�
Further down, 5hmC can itself be oxidized by Tet into 5fC (standing for 5-formylcytosine) and ��
�
5caC (standing for 5-carboxycytosine) (He et al., 2011; Ito et al., 2011). In mammals, the Tet ����
family contains three members (Tet 1 to 3) that are expressed differently according to tissue ���
and stage of development  (Tahiliani et al., 2009). Tet 1 and 2 are present in embryonic stem ����
(ES) cells and PGC (Hackett et al., 2012) while Tet3 is expressed in the oocyte, spermatozoon ����
and in the preimplantation embryo. In mice, at around E15.5, DNA methylation is rapidly re-����
acquired, and the germ cell-specific profile is fully established after birth in pachytene ����
spermatocytes  through the action of DNMT 3A, 3B, 3L and 3C (Barau et al., 2016; Guibert et ����
al., 2012; Seisenberger et al., 2012)  ����

At the end of gametogenesis, spermatozoa are “hypermethylated” with ~90% of methylated ��	�
CpG , a situation that is different from that of the oocyte where only 40% of CpG are methylated ��
�
(Popp et al., 2010). DNA modifications in spermatozoa are mostly in transposons and intergenic ����
regions, while gene bodies and CGI are hypomethylated (Smith et al., 2012). In many species, ���
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the sperm DNA methylation pattern appears to be different from that of somatic cells but similar ����
to that of ES cells (Farthing et al., 2008; Weber and Schübeler, 2007). For instance promoters �	��
of transcription and signalling factors controlling early development such as Sox-, Fox-, Hox �	��
or Gata- family are equally hypomethylated in ES cells and spermatozoa (Hammoud et al., �	��
2014). Interestingly, these same regions apparently contain persisting histones (Brykczynska et �	��
al., 2010; Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2009) suggesting a role of the sperm epigenome �	��
in the regulation of gene expression after fertilization.  �		�

In the oocyte, zygote and early embryo, the DNA methylation pattern is the opposite, �	
�
i.e. methylation restricted to CGI and gene bodies (Smith et al., 2012). Other cytosine �	��
modifications, such as 5hmC, 5fC and 5caC are minor compared to 5mC but despite �	�
representing only a small fraction of modified CpG, their location could be biologically �	��
meaningful. In their study of 5hmC at different stages of male germ cell differentiation, Gan et �
��
al. observed that 5hmC represents less than 2.5% of 5mC in male germ cells but is very dynamic �
��
as it changes in genomic regions related to the regulation of gene expression (such as �
��
transposons and piRNA clusters) and correlates positively with genes expressed during �
��
spermatogenesis, with high level of 5hmC found in coding exons of highly expressed genes �
��
(Gan et al., 2013).  �
	�
A few days after fertilization, DNA methylation is erased, with substantial differences in timing �

�
between the paternal and maternal pronuclei (Messerschmidt et al., 2014). A small portion of �
��
DNA methylation, principally imprinted regions and a sub-category of transposons called IAP �
�
(Intracisternal A-particle) is resistant to this genome-wide reprogramming with potential for �
��
transgenerational inheritance (see below). ����

Numerous studies have correlated abnormal sperm DNA modification patterns with ����
male infertility (for review, see Cui et al., 2016), starting with defects in DNA methylation on ����
ICR that are associated with failures in spermatogenesis (Hartmann et al., 2006). In clinic, ����
patients showing overall low DNA methylation or a non-methylated Igf2/H19 locus present a ����
reduced sperm quality, a decrease in sperm count and mobility when compared to fertile men ��	�
(Boissonnas et al., 2010; Niemitz and Feinberg, 2004; Zama and Uzumcu, 2010). Other ��
�
abnormal profiles in DNA methylation on imprinting gene regions such as Mest (mesoderm ����
specific transcript) or on spermatogenesis implicated genes such as for example Dazl (deleted ���
in azoospermia like) were shown to be associated with oligozoospermia, i.e. low sperm ����
concentration (Marques et al., 2008; Poplinski et al., 2010). More recently, it was also reported ���
that modification in 5hmC pattern in sperm is associated with male infertility (Efimova et al., ���
2017; Wang et al., 2015). In these reports, infertile males were shown to contain higher rate of ���
5hmC than fertile males and infertility correlated with defects in sperm morphology and a high ���
sperm DNA fragmentation rate (Efimova et al., 2017). Several studies have also reported that ���
a link exists between assisted reproductive technologies (ART) and loss of imprinting resulting �	�
in an increased incidence of genomic imprinting disorders in children conceived via ART. �
�
These include Beckwith-Wiedemann syndrome (Chang et al., 2005), Angelman syndrome, ���
Silver-Russel syndrome (Chopra et al., 2010) and retinoblastoma (Marees et al., 2009).  ��
 ���
  ����
Sperm chromatin  ����
 The eukaryotic genome is compacted into the nucleus via a multi-layer structure, the ����
chromatin. The association of a histone octamer with ~146bp of DNA forms the basal ����
chromatin structure of all somatic cells, the nucleosome. The organization of the sperm ����
chromatin is unique compared to that of other cells, as its basal unit is the nucleoprotamine. ��	�
During the last phase of spermatogenesis takes place an extensive remodelling of male germ ��
�
chromatin that results in the replacement of most histones by smaller and more basic proteins ����
than histones, the protamines. This leads to a chromatin structure known as ‘’doughnut loop’’ ���

In review
bstantial di

hmidt et al., 2014)14). A. A
ons and a subnd -category of transpgory of trans

ant to this genomee-wide reprogramming wde reprogramming
nce (see below).

s studies have correlated abnormal spercorrelated abnormal sperm DNA modm DNA mo
nfertility nfertili (for review, seesee Cui et al., 2016Cui et al., 2016)), starting wit, starting 
at are associated with failures in spermatoare associated with failures in sperma

showing overall low DNA methhowing overall low DNA meth
sperm quality, a decreerm quality, a 
nas et al., as et al., 



	�
�

or “toroid” containing 50 to 100Kb of DNA (depending on the species analysed). This structure ����
is approximately 6-10 times more condensed than a classical somatic nucleosome (Balhorn, ����
2007; Ward and Coffey, 1989, 1991). In mammals, including human, two protamines, Prm1 ����
and Prm2 exist. The ratio between the two Prm is 1:1 in human sperm but shows a wide range ����
of variability between species (Corzett et al., 2002). However, the protamine ratio is tightly ����
controlled and an aberrant ratio is associated with male infertility  (Aoki et al., 2006; Balhorn ����
et al., 1988). In order to study the structure and composition of the mammalian sperm ��	�
chromatin, two main approaches have been used: either DNA digestion by endonucleases, such ��
�
as DNase I or Mnase (Brykczynska et al., 2010; Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2009; ����
Pittoggi et al., 1999; Zalenskaya et al., 2000), or high salt treatments to disrupt proteins-DNA ���
associations coupled to digestion of free DNA typically by using EcoRI and BamHI ����
endonucleases (Arpanahi et al., 2009; Wykes and Krawetz, 2003). Taken together, these studies ����
showed that the sperm DNA is mainly associated with protamines and that only few regions ����
remain associated with histones both canonical and variant ones (Brykczynska et al., 2010; ����
Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2009). From these studies, it was found that about 2% ����
histones persist in the sperm nucleus of  mouse, hamster and bull, while in human around 5 to ����
10% of histones remain (Balhorn et al., 1977; Bench et al., 1996; Erkek et al., 2013; Gatewood ��	�
et al., 1990; Hammoud et al., 2009; Tovich and Oko, 2003). Persisting histones were reported ��
�
to be organized into solenoid structures within the protamine embedded chromatin and also, ����
associated with linker DNA segments connecting adjacent toroids, a chromatin structure ���
formed by protamines (Noblanc et al., 2013; Sotolongo et al., 2003; Ward, 2010) as ����
schematized in Figure 1.  ����
 ����

Chromatin organization in somatic cells depends on the composition of nucleosomes in ����
histone variants and histone post-translational modifications (PTMs). To date, the most ����
extensively studied histone PTMs are lysine acetylation (which often correlates with ����
nucleosome destabilization and transcriptional activity) and methylation, which depending on ��	�
the residue can impact on gene expression either by activation or repression. For example, ��
�
histone H3 trimethylated at lysine 27 (termed H3K27me3) deposited by the histone-lysine N-����
methyltransferase enzyme EZH2, leads to chromatin compaction and thus to inhibition of ���
transcription. This mark is notably found in the constitutive heterochromatin. In contrast, ����
H3K4me3 (i.e. trimethylation at lysine 4 of histone 3) is associated with actively transcribed ����
genes (Barski et al., 2007; for review, see Bernstein et al., 2007). The recent development of ����
mass spectrometry-based analyses of histone PTM has immensely complicated the picture with ����
20 different types of modifications identified to date resulting in several hundred different ����
histone PTMs (for review, see Andrews et al., 2016; Huang et al., 2015). Also, a recent study ����
identified 11 PTMs on protamines both in mouse and human sperm including phosphorylation ��	�
and acetylation (Brunner et al., 2014). The authors suggested that PTMs of protamines are ��
�
involved in the process of deposition of protamines in sperm and their eviction after ����
fertilization. These concurred with earlier observations that, phosphorylation of Prm was ���
necessary for its deposition on DNA during spermatogenesis (Dadoune, 2003).  ����

Gene expression and chromatin organization in somatic cells is also influenced by ����
nucleosome remodelling i.e. histone variants incorporation that have different properties and ����
functions compared to that of canonical histones leading to subtle changes in chromatin ����
organization. The incorporation of histone variants depends on cellular types and cell cycle (for ����
review Talbert and Henikoff, 2017).  ����

 ��	�
Histone PTMs and histone variants also play a major role in the reorganization of sperm ��
�

chromatin. First, because they are involved in the extensive chromatin remodelling process that ����
takes place in elongating spermatids and leads to the replacement of histones by protamines. ���
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Secondly, because a small portion of histones (~1 to 10% depending on species) is maintained ����
in spermatozoa, and those persisting histones bear PTMs and include non-canonical histones �	��
(so called histone ‘variants’). It is worth noting that a majority of histone variants are �	��
encountered at one point during spermatogenesis; they are involved in establishing a male germ �	��
cell-specific gene expression program and/or in histone-to-protamine chromatin remodeling �	��
process (see Table 1). Consequently, deficiency in histone variants is often associated with �	��
defective spermatogenesis (see Table 1). �		�

Prior to histone eviction, in spermatids, histone variants are incorporated and many �	
�
histone residues, modified. This leads to nucleosome destabilization and chromatin opening �	��
(for reviews, see Hoghoughi et al., 2017; Rathke et al., 2014). Histones are replaced by a �	�
transitory structure composed of transition proteins (TPs) that regulate protamine processing �	��
and assembly (Goudarzi et al., 2014). Interestingly, one particular spermatid-expressed histone �
��
variant H2A.L2 is incorporated along with transition proteins after most histones have been �
��
removed, and facilitate nucleoprotamine assembly (Barral et al., 2017). In addition, many �
��
modifications of histone residues have been reported to occur prior to histone removal; the most �
��
striking and described in the literature being histone H4 hyperacetylation (see Goudarzi et al., �
��
2014). It is the molecular signal recognized by the testis-specific bromodomain protein BRDT �
	�
which controls the replacement of histones by transition proteins (Gaucher et al., 2012). Other �

�
chromatin remodelling proteins and enzymes have been described to be involved in histone to �
��
protamine transition. This is the case of CHD5 (Chromodomain helicase DNA binding protein �
�
5; Li et al., 2014; Zhuang et al., 2014), CDYL (Chromodomain Y-like transcription �
��
corepressor) which acts as a crotonyl-coA-hydratase (Liu et al., 2017), the histone acetyl ����
transferase TIP60 (Dong et al., 2017), the ubiquitin ligase RNF8 (Lu et al., 2010) or PIWI (Gou ����
et al., 2017). In human, low germ cell expression of CHD5 and BRDT is associated with male ����
infertility (Li et al., 2014; Steilmann et al., 2010; Zhuang et al., 2014). ����

Along with histone H4 acetylation at multiple sites, other PTMs occur on histones prior ����
to their turn-over, such as methylation, phosphorylation, crotonylation and ubiquitinylation of ��	�
histone H3 and H2B residues (Brunner et al., 2014; Dottermusch-Heidel et al., 2014a, 2014b; ��
�
Govin et al., 2010; Hada et al., 2017; Hoghoughi et al., 2017; Lu et al., 2010; Mishra et al., ����
2015; Pentakota et al., 2014; Rathke et al., 2014; Tan et al., 2011; Wendt and Shilatifard, 2006). ���
Some of them are transmitted to the embryo via the persisting histones; their role and effect ����
remain to be determined. ���

 ���
Finally, chromatin organization and gene regulation also depend on a higher order (3D) ���

chromatin structure, in which megabase-size genomic regions form topologically associated ���
domains (TADs ; Dixon et al., 2012; Sexton et al., 2012). Those domains of higher order ���
chromatin structure are stable during cell differentiation and conserved through evolution �	�
(Dixon et al., 2015). They can be partitioned into different compartments [A/B compartments �
�
(Lieberman-Aiden et al., 2009)] which present good correlation with active and repressive ���
chromatin regions, as defined by the composition in histone PTMs. Quite surprisingly in view ��
of the different architectures of sperm and somatic cell chromatin, somatic TADs appear to be ���
partially conserved in spermatozoa. High resolution maps nevertheless showed an elevated ����
number of additional long-range intra-chromosomal interactions (>2Mb) many of which ����
occurring between different TADs (inter-TADs), as well as inter chromosomal contacts ����
(Battulin et al., 2015; Jung et al., 2017; Ke et al., 2017). Interestingly, the organization in A/B ����
TADs compartments in sperm correlates with the presence of persisting histones. B ����
compartment are ‘repressive’ domains (genes in B compartments showing lower expression ��	�
than those in A compartments) that are enriched in persisting histones (Ke et al., 2017), as ��
�
measured by Micrococcal nuclease (Mnase) digestion assays (see below). ����
 ���
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A burning question related to the sperm epigenome is the location, function and ����
contribution to the embryo of the small portion of histones that persist in spermatozoa. To ����
address this question, several groups have undertaken studies consisting in Mnase digestion of ����
sperm chromatin followed by high throughout sequencing (Brykczynska et al., 2010; Carone et ����
al., 2014; Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2009; Samans et al., 2014), but the answer is not ����
clear to date. While it is clear that the positioning of sperm remaining histones is not random, ����
there is an ongoing debate about the location in the sperm genome of these histones (Arpanahi ��	�
et al., 2009; Brykczynska et al., 2010; Carone et al., 2014; Erkek et al., 2013; Hammoud et al., ��
�
2009, 2011; Noblanc et al., 2013; Royo et al., 2016; Samans et al., 2014). Some studies have ����
shown that persisting histones are enriched at promoters of genes involved in early embryonic ���
development (e.g. transcription factors, HOX genes, signalling proteins, etc.), microRNAs ����
clusters, genes subjected to genomic imprinting and binding sites of the chromatin insulator ����
protein CCCTC-binding factor (CTCF; Arpanahi et al., 2009; Hammoud et al., 2009). Besides, ����
nucleosomes were also found to be preferentially retained at hypomethylated DNA sequences ����
enriched in CpG (Erkek et al., 2013; Hammoud et al., 2011). When focusing on histone PTMs, ����
those groups observed enrichment of H3K4me2/3 and H3K27me3 bivalent marks at promoters ����
of developmental genes, while H3K4me2/3 alone was found at the promoter of genes with a ��	�
role in spermatogenesis and H3K27me3 alone marks promoters of genes repressed during ��
�
gametogenesis and early embryo development (Brykczynska et al., 2010; Hammoud et al., ����
2009). Similarly, histone variant TH2B was found in gene promoters involved in sperm ���
maturation, fertilization and capacitation (Montellier et al., 2013) while H2A.Z was detected at ����
peri-centromeric regions (Greaves et al., 2006; Hammoud et al., 2009). All these data strongly ����
would suggest that the organization of the paternal genome influences early embryonic ����
development (also see below). Other reports have, however, found that persisting histones are ����
associated with intergenic sequences outside of gene regulatory regions (Carone et al., 2014; ����
Kocer et al., 2015; Samans et al., 2014). Carone et al. (2014) reported that nucleosomes are ����
mainly distributed in gene-poor regions in the mouse sperm, and that a subcategory of ��	�
nucleosomes is retained at CTCF binding sites (Carone et al., 2014). Samans et al., showed ��
�
nucleosome enrichment within distal intergenic regions and introns as well as with centromere ����
repeats and retrotransposons including LINE1 and SINEs, (Samans et al., 2014). But the ���
computational approach used in this study was contested as it appeared to induce a bias towards ����
repetitive elements (Royo et al., 2016). These rather conflicting data may be also partly ����
explained by the different protocols that were used in order to recover histone-bound sperm ����
DNA domains (Kocer et al., 2015). In fine, to date, there is no strong consensus as to which ����
specific DNA sequences in sperm are associated with nucleosomes.  ����

 ����
Sperm non-coding RNA ��	�
 Another category of epigenetic regulators of gene expression is the vast and ��
�
heterogeneous family of non-coding RNAs (ncRNA). They can be grouped according to their ����
size in long or small non-coding RNA. In this review, we will focus on small non-coding RNA ���
(sncRNA) as they are the most described in male germ cells. In spermatozoa, sncRNA could ����
be the basis of epigenetic information transmitted to the embryo as they enter the oocyte upon ����
fertilization. At the end of spermatogenesis, most of the cytoplasm and RNA content of ����
spermatozoa are ejected. Only a limited number of RNA molecules remain and they have been ����
the focus of several studies. In addition to mRNA fragments, several small non-coding RNA ����
(sncRNA) were shown to be present in sperm (Kramer and Krawetz, 1997; Krawetz et al., 2011; ����
Miller et al., 2005; Ostermeier et al., 2004; Rassoulzadegan et al., 2006; Wykes et al., 1997, ��	�
2000; Yuan et al., 2016). The main classes of sncRNA found in sperm were miRNA, endo-��
�
siRNA and piRNA, the most abundant being piRNA (associated with repeated sequences ; ����
(Hutcheon et al., 2017; Krawetz et al., 2011; Pantano et al., 2015). MicroRNA (miRNA) and ���
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endogenous small interfering RNA (endo-siRNA) are sncRNA of about 20-24 nucleotides. ����
They are synthetized in the nucleus and they maturated in the cytoplasm compartment. They �	��
are catalysed by enzymes of the RNA interference machinery including DROSHA and DICER �	��
(Subramanyam and Blelloch, 2011; Yang and Lai, 2011) and participate to the RNA-induced �	��
silencing complex (RISC) involved in gene silencing (for review, see Holoch and Moazed, �	��
2015; Martinez et al., 2002). Piwi-interacting RNA (termed piRNA) are another significant part �	��
of the sncRNA found in spermatozoa. They are DICER-independent and are 26-31 nucleotides �		�
long. As their name implies, piRNA interact with PIWI family proteins MIWI, MIWI2 and �	
�
MILI (Malone and Hannon, 2009). piRNA are germ cell specific and comprise two subgroups �	��
according to their expression stage arbitrarily separated into pre-pachytene piRNA and �	�
pachytene piRNA (for review Luo et al., 2016). These piRNA are derived from repeated �	��
sequences and act on the silencing and DNA methylation of transposable elements (Aravin et �
��
al., 2007; Carmell et al., 2007; Deng and Lin, 2002; Kuramochi-Miyagawa et al., 2004, 2008; �
��
Luo et al., 2016). Recent studies provide evidences that beside the spermatogenetic importance �
��
of sncRNA, there is a post-testicular transfer of sncRNA to sperm in maturation. It was shown �
��
that epididymosomes, a heterogeneous population of small membrane bound vesicles that are �
��
released from the epididymal epithelium (for review, see Sullivan and Saez, 2013) bring to �
	�
transiting sperm cell a load of sncRNA (Reilly et al., 2016; Sharma et al., 2016). In line with �

�
these works, Dixon’s group published recently that the content of sncRNA spermatozoa �
��
changed during the post-testicular maturation which take palce in the epididymis tissus. The �
�
authors show that microRNAs (miRNAs) are highly represented in the spermatozoa of the �
��
proximal epididymis and is largely decreased during the epididymal transit, inversely the ����
piRNA are enriched in the mature spermatozoa collected from cauda epididymis. These results ����
demonstrate the complexity and dynamic nature of sncRNA profile of spermatozoa (Hutcheon ����
et al., 2017; Pantano et al., 2015). To add to this complexity, a recent study, in which the ����
miRNA profile of spermatozoa was investigated at the single cell level, suggests that ����
spermatozoa from the same individual have different miRNA contents (Yu et al., 2017). Future ��	�
studies are needed to shed light on the role of these post-testicular transferred sncRNA ��
�
especially in the way they might influence embryo development, therefore contributing to ����
another level of paternal inheritance (Figure 1).����
 ����
Contribution of the sperm epigenome to the embryo  ���

Paternal pronucleus  ���
 As described above, the paternal nucleus is tightly compacted due to protamines. Upon ���
fertilization, it will be remodelled via the replacement of protamines with maternally derived ���
histones (McLay and Clarke, 2003). The decondensed paternal DNA will then expand to ���
approximately three times the size of the mature sperm nucleus, resulting in the formation of �	�
the paternal pronucleus, compatible with DNA replication and the fusion of the maternal and �
�
paternal pronuclei. Its timing has been placed by many studies within the first hours after ���
fertilization depending on the species concerned (Nonchev and Tsanev, 1990). In studies on ��
human sperm, protamine removal was observed to be completed in the hour following ���
intracytoplasmic sperm injection (ICSI; Jones et al., 2011). In studies in which porcine sperm ����
was used for in vitro fertilization (IVF), it was shown that 80% of the protamines were removed ����
within 3h post-fertilization (Shimada et al., 2000). On a mechanistic side sperm nucleus ����
protamine removal, was shown to rely on an antioxidant activity mediated by maternal ����
glutathione allowing for the reduction of disulfide bonds between protamines thus facilitating ����
the paternal chromatin decondensation (Perreault et al., 1988), Figure 2.  ��	�
 ��
�
Considering the fact that the sperm nucleus brings along persisting histones (canonical and ����
variants) and associated PTMs, the question about the contribution of those persisting histones ���
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to the embryo was asked (i.e. are they replaced by maternal histones or not?). Of course, in ����
view of the ongoing debate regarding the genomic location of sperm histones, their contribution ����
and functional role in the embryo cannot be fully understood. Most data regarding the location ����
of sperm histones after fecundation are based on immunodetection. It was reported that some ����
sperm persisting histones variants are removed after fertilization. For example, H2AL1/2 ����
rapidly disappear after fertilisation in the mouse (Wu et al., 2008): First detected in the ����
centromeres of spermatids, these variants remain enriched in heterochromatin domains until ��	�
displaced from paternal DNA shortly after fertilization (Wu et al., 2008). In contrast, histone ��
�
H3 replication-dependent variants H3.1 and H3.2 (Tagami et al., 2004) were detected in the ����
male pronucleus after fertilization and prior to DNA synthesis, though in a much lower ���
abundance than in maternal chromatin (Hajkova et al., 2010; van der Heijden et al., 2005, 2008). ����
These sperm-derived proteins are detected until the zygotic S phase initiates, at which point ����
they become indistinguishable from their newly incorporated maternal counterparts (van der ����
Heijden et al., 2008). H3.3 plays an essential role during zygotic S-phase in the transcription of ����
peri-centromeric domains that trigger their silencing following the first cell cycle by acquisition ����
of H3K27 methylation in the male pronucleus (Santenard et al., 2010). Four hours after ����
fertilization, the newly formed male pronucleus appears to carry only nucleosomes containing ��	�
H3.3, while the female pronucleus exists in a relatively zero-H3.3 state (Akiyama et al., 2011; ��
�
Santenard et al., 2010). Moreover, after fertilization, the embryo has to rearrange paternal ����
pronucleus heterochromatin and euchromatin regions to form a functional embryonic genome ���
(Probst et al., 2010; van de Werken et al., 2014). The pathway involved in this process is ����
completely different between human and mouse embryos. In the human embryo, constitutive ����
heterochromatin (cHC) of paternal pronucleus is established by the H3K9/HP1 maternal ����
chromatin modifiers which recognize the canonical cHC (H3K9me3 and H4K20me3) carried ����
by paternal genome. Whereas in the mouse embryo, the sperm paternal heterochromatin is ����
devoid of canonical heterochromatin marks and is mainly established by PRC1/2 protein ����
complexes (Casanova et al., 2013; van der Heijden et al., 2006; Probst et al., 2010; van de ��	�
Werken et al., 2014). ��
�
Paternally-derived modified histones also seem to play a critical role in establishing a totipotent ����
embryo. For a correct development, the paternal pronucleus is hyperacetylated shortly after ���
fertilization with acetylation of lysines 5 and 16 of H4 and lysines 9, 14, 18, and 27 of histone ����
H3 (Adenot et al., 1997; Santenard et al., 2010).  ����
Beside remaining histones and protamines, the sperm nucleus contain MAR that allow the ����
formation of the male pronucleus and the replication of the zygote DNA following fertilization ����
(Linnemann et al., 2009). Indeed, intracytoplasmic injection of sperm-DNA alone without ����
MAR into oocyte or co-injected with an isolated sperm nuclear matrix does not allow the ����
formation of the male pronucleus or its replication. While injection of sperm nuclear matrix ��	�
only associated with short DNA fragments at the base of the toroids (so DNA fragments ��
�
associated with sperm MAR) allows the formation of the male pronucleus and DNA replication, ����
despite sperm DNA degradation ranging from 20 to 50% (Shaman et al., 2007a, 2007b).  ���
 ����
 ����
Paternal DNA demethylation/methylation ����
 Before the fusion of the two pronuclei, a demethylation step takes place. In the female ����
pronucleus, passive DNA demethylation occurs during replication, while in the male ����
pronucleus, DNA demethylation is active. The removal of the majority of 5mC in both genomes ����
is crucial to establish the pluripotency of the inner cell mass of the blastocyst. DNA inherited ��	�
from the father is rapidly demethylated before DNA replication (Mayer et al., 2000; Oswald et ��
�
al., 2000; Santos et al., 2002). Traditionally, it is assumed that the maternal genome only ����
undergoes passive, replication-dependent DNA demethylation, although new evidence have ���
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weaken this assumption (Guo et al., 2014; Shen et al., 2014). On the contrary, the active paternal ����
DNA demethylation step involves Tet enzymes, including Tet3, and the successive formation �	��
of 5hmC, 5caC and 5fC (Tahiliani et al., 2009). Tet3 is predominantly located in the male �	��
pronucleus and results in an important accumulation of the 5hmC mark in the male pronucleus �	��
(Amouroux et al., 2016; Gu et al., 2011; Iqbal et al., 2011). In the mouse, paternal DNA �	��
demethylation is complete within 4h after fertilization while in rat and bovine methylation �	��
erasure is accomplished by 10h post–IVF (Abdalla et al., 2009; Mayer et al., 2000; Santos et �		�
al., 2002). Identical to the protamine replacement phenomenon, paternal DNA demethylation �	
�
is complete before pronuclei fusion. In zygotes deficient for Tet3, 5mC level remains constant �	��
on the paternal genome leading to a delay in the activation of paternal allele of genes essential �	�
for embryonic development, such as Nanog and Oct4. Interestingly, it is the maternally derived �	��
Tet3 enzyme which is responsible for the conversion of 5mC to 5hmC in the paternal genome �
��
(Gu et al., 2011). A combined deficiency of Tet1 and Tet3 results in an increase in the 5mC �
��
mark and a loss of 5hmC at the eight-cell stage. In addition, these embryos show a decrease in �
��
the expression of genes involved in the biosynthesis of cholesterol ; the few embryos that �
��
survived showed signs of a holoprosencephaly associated with neurological disorders (Kang et �
��
al., 2015).  �
	�
 �

�
The different methylated-cytosine derivatives (5hmC, 5fC and 5caC) are ultimately �
��
transformed into non-methylated cytosine by the DNA repair pathway TDG-BER (standing for �
�
thymidine DNA glycosylase-base excision repair) that is independent of replication (Kohli and �
��
Zhang, 2013; Figure 2). TDG enzymes recognize only the 5fC and 5caC forms whereas 5hmC ����
undergoes a deamination in 5hmU by the intervention of cytosine deaminase AID/APOBEC ����
(Xue et al., 2016; Zhang et al., 2012). An abasic site is thus generated bringing in the players ����
of the BER repair pathways including APE1 and XRCC1 (Weber et al., 2016). XRCC1 is ����
located on the male pronucleus but absent from the female pronucleus (Hajkova et al., 2010; ����
Wossidlo et al., 2010). In addition, the DNA methyltransferase DNMT1 is excluded from the ��	�
nucleus of preimplantation embryos (Hirasawa et al., 2008; Howell et al., 2001), thus inducing ��
�
the absence of re-methylation of the DNA immediately after fertilization. ����
 ���
Importantly, some regions of the paternal sperm nucleus will escape demethylation after ����
fertilization, that is the case of some categories of transposable elements (IAP) and imprinted ���
genes (Lane et al., 2003). Recently, studies have shown that a few single copy genes (which are ���
not imprinted) also escape the demethylation wave (Hackett et al., 2013; Tang et al., 2015).  ���
 ���
To explain the absence of active DNA demethylation in specific regions of the male pronucleus ���
a mechanism has been evoked. It involves the Stella protein (also known as PGC7 or DPPA3) �	�
initially identified in the PGC. It is assumed that Stella protects from DNA demethylation, at �
�
particular paternal imprinted loci (such as Rasgfr1) by preventing the binding of the Tet3 ���
protein and maintaining the presence of the histone methylation mark H3K9me2 (Bian and Yu, ��
2014; Nakamura et al., 2007, 2012). Interestingly, the persisting histone repressive marks are ���
associated with imprinting repression such as H3K27me3, H3K9me3 and H4K20me3 ����
(McEwen and Ferguson-Smith, 2010). Invalidation of the Stella protein leads to an arrest in ����
embryo development associated with a loss of 5mC both in male and female pronuclei ����
(Nakamura et al., 2007). Two other proteins have been identified to protect ICR from ����
demethylation: Zfp57, a zinc finger protein of the KRAB family and Trim28. The interaction ����
of these two proteins, which specifically target ICR, induces the recruitment of repressor ��	�
complexes such as NuRD (Nucleosome Remodelling Deacetylase), Setdb1 (a histone ��
�
methyltransferase) and DNMTs (Quenneville et al., 2011; Zuo et al., 2012). The loss of Trim28 ����
is embryonic lethal due in part to defects in the expression of imprinted genes (Messerschmidt ���
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et al., 2012) while the loss of Setdb1 leads to a de-repression of retrotransposons and an increase ����
in DNA double strand breaks (Kim et al., 2016).   	���
 	���
Paternally derived RNA  	���
                Since the discovery of sperm mRNA and non-coding RNA transmission to the 	���
embryo after fertilization, studies were conducted to determine the impact(s) and role(s) of 	���
these RNAs in embryonic development (Jodar et al., 2013; Kramer and Krawetz, 1997; Miller 	�	�
et al., 2005; Ostermeier et al., 2004). Regarding the sperm mRNA cargo, it was estimated that 	�
�
approximately 18,000 mRNA are delivered to the embryo (Ostermeier et al., 2004). The same 	���
group identified six of these sperm mRNA (mRNA for clusterin, AKAP4, Prm2, Cdh13, 	��
Foxg1b and Wnt5a) and suspected them to participate to paternal pronucleus formation and to 	���
control the events of early embryo development. Regarding sperm-borne non-coding small 	���
RNA, studies have shown their impact in preimplantation embryo development. A striking 	���
example is that of miR-34c, a male germ line-specific miRNA that transmitted to the embryo. 	���
Mir-34c was demonstrated to have a key role in the first division of the mouse embryo, as 	���
injection of a miR-34c inhibitor into zygotes was shown to induce an arrest in embryo cell 	���
division (Liu et al., 2012). This results from the inhibiting role of miR-34c on Blc2 (or B-cell 	�	�
leukemia/lymphoma 2) gene expression and on its anti-proliferative function.  	�
�
It is worth noting that several studies have shown a link between DNA methylation and non-	���
coding RNA. Dnmt3A and 3B mRNA expression was shown to be negatively regulated by miR-	��
29b in mouse early embryos and alterations of miR-29b activity was shown to change the DNA 	���
methylation level in mouse preimplantation embryos leading to developmental arrest at the 	���
morula stage (Zhang et al., 2015). In another study, when oocytes were fertilized using sperm 	���
derived from mice invalidated for DICER or DROSHA, thus showing defective miRNAs/endo-	���
siRNAs biogenesis, a deregulation in the expression of the embryo preimplantation genes was 	���
seen (Yuan et al., 2016). Interestingly, the phenotype of these embryos could be saved by 	���
injecting a pool of sperm RNA from WT mice (Yuan et al., 2016). 	�	�

 Altogether these studies show the importance of all the facets of sperm epigenome not 	�
�
only for sperm quality and fertilization abilities but also for subsequent embryo development. 	���
In addition, recent studies suggest that the sperm epigenome could go beyond that, and have an 	��
impact on several generations.   	���

Transgenerational effects of the paternal epigenome 	���
 Recent studies in animal models together with epidemiological data have suggested that 	���
epigenetic factors are responsible for the transmission of pathologies across generations. This 	���
phenomenon was called epigenetic inheritance or transgenerational epigenetic inheritance. 	���
Epigenetic inheritance involves the transmission of non-DNA base sequence information to the 	���
offspring over multiple generations via the germline. Epigenetic inheritance occurred from 	�	�
exposure of the parental (the so-called F0 generation) to multiple environmental insults 	�
�
including nutritional stress, psychological stress, toxins and drugs exposure. Beside 	���
environmental origins, epigenetic inheritance might come from parents carrying mutations in 	��
epigenetic regulators (such as enzymes involved in the establishment of DNA methylation or 	���
chromatin modifications, etc.; Chen et al., 2016; Sharma et al., 2016). Both paternal and 	���
maternal gametes have been shown to transmit epigenetic information to the next generation 	���
(i.e. intergenerational transmission; Huypens et al., 2016). If epigenetic inheritance effects due 	���
to the mother lifestyle or/and environmental exposures particularly during oogenesis and during 	���
pregnancy, have been widely studied and are now well established, only recently has it become 	���
apparent that paternal epigenetics effects may also greatly influence offspring health (Blake 	�	�
and Watson, 2016). This part of the review aims at summarizing recent progresses made on 	�
�
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paternal epigenetic inheritance and how environmental factors and paternal lifestyle can alter 	���
the paternal epigenetic information, in particular its DNA methylation/modification. 	��
 	���
 Paternal experiences transmitted to the future generation via sperm epigenome 		��
Examples of sperm epigenome modifications and consequences on the offspring 		��
 Several research groups using rodent models have recently shown that feeding male 		��
mice with unbalanced diets (either a low protein diet, a high-fat diet or a Folate-deficient diet) 		��
resulted in the appearance of metabolic disorders in the offspring that were directly linked to 		��
changes in sperm epigenetics (Carone et al., 2010; de Castro Barbosa et al., 2016; Fullston et 			�
al., 2013; Mejos et al., 2013; Ng et al., 2010; Wei et al., 2014a). The detected epigenetic 		
�
alterations in the offspring concerned changes in DNA methylation at regulatory regions of 		��
genes involved in metabolic processes such as glucose–insulin homeostasis, cholesterol 		�
biosynthesis (Carone et al., 2010; Fullston et al., 2013; Ng et al., 2010).  		��
For example, Ng et al. (2010) reported that feeding male mice with a high-fat diet promoted in 	
��
the female offspring a state of impaired glucose-insulin homeostasis. This was evidenced by 	
��
alterations in the female offspring transcriptome of retroperitoneal adipose and pancreatic islet 	
��
tissues. Changes in the methylation status of the female offspring Il13ra2 gene that is part of 	
��
the Jak–Stat signalling pathway was also detected in that model (Ng et al., 2010, 2014). In 	
��
another study, it was reported that male mice consuming a low-protein diet produced offspring 	
	�
with increased level of cytosine methylation in trans-acting regulatory sequences of key genes 	

�
involved in lipid and cholesterol biosynthetic pathways such as Pparα (Carone et al., 2010). 	
��
These changes were correlated with the down-regulation of the expression of the corresponding 	
�
genes in the offspring (Carone et al., 2010).  Interestingly, in that particular model, the authors 	
��
did not show any significant change in cytosine methylation at classical imprinted loci in the 	���
offspring. In addition, the global cytosine methylation profile of the paternal sperm was not 	���
significantly different between male mice that were fed or not fed the diet. This suggested that 	���
paternal sperm DNA methylation modifications were probably not at the origin of the 	���
phenotypical trait recorded in the offspring in that particular model.  	���
In different models, it was however shown that a diet-induced stress indeed provokes changes 	�	�
in the DNA methylation profile of the father’s sperm cells (Fullston et al., 2013). In particular, 	�
�
Wei et al. (2014) reported that a situation of diet-induced paternal prediabetes modifies the 	���
sperm methylation status of several genes such as the phosphatidylinositol (PI) 3-kinase 	��
subunits Pik3ca and Pik3r1 of the insulin pathway. It was proposed that these altered sperm 	���
methylation profiles were at the origin of the metabolic disorders recorded in the next 	��
generations (Wei et al., 2014b).  	��
In humans, the association between a paternal condition and epigenetic changes in their children 	��
has been described in many instances. For example, Soubry et al. explored putative correlations 	��
between paternal obesity and children epigenetic profiles (Soubry et al., 2013, 2015). They 	��
reported that children of obese fathers showed hypomethylation at differentially methylated 		�
regions (so-called DMRs) of several imprinted genes such as Mest and Peg3. Interestingly, a 	
�
deregulation of the methylation status of these DMRs were reported elsewhere to be linked with 	��
the occurrence of chronic diseases and metabolic disorders in the offspring (Jirtle and Skinner, 	�
2007; Murphy and Jirtle, 2003).  	��
 	���
Since changes in the methylation status of the paternal genome were not always observed, other 	���
causative factors of paternal epigenetic inheritance have been suspected and looked for. 	���
Changes in chromatin packaging via sperm nuclear protein modifications and non-coding RNA 	���
content were brought forward and explored. As discussed above, sperm chromatin is mainly 	���
made of protamines which will be expelled shortly after fertilization; the so-called persisting 	�	�
histones, despite its limited amount, has therefore the most potential for a contribution to the 	�
�
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next generation(s). Any modification of these persisting sperm histones may also be considered 	���
as part of the epigenetic information received by the future embryo. Very few studies have 	��
succeeded to establish a relation between sperm histone changes and transgenerational defects. 	���
In one particular study, Vassoler et al., (2013) showed that the administration of cocaine to 
���
male rats resulted in an increased level of brain-derived neurotrophic factor protein (BDNF) in 
���
the prefrontal cortex of their sons. This was shown to be associated with an increased level of 
���
acetylated histone H3 within the Bdnf promoter in the medial prefrontal cortex (Vassoler et al., 
���
2013). This epigenetic modification was also found in the promoter of the Bdnf gene in the 
���
paternal sperm. Although interesting, these results are not sufficient to ascertain a 
�	�
transgenerational effect related to sperm histone modification because they did not show effect 
�
�
across several generations.  
���
A more convincing association was shown via the use of a mutant mice for a protein involved 
��
in chromatin modification. In that model, mice overexpress a human version of histone H3 
���
lysine 4 (H3K4) demethylase KDM1A during spermatogenesis. Spermatozoa of these mice 
���
showed reduced H3K4 dimethylation within CpG islands of genes implicated in development. 
���
In their progeny were observed severely impaired embryonic development and reduced survival 
���
rates across three generations (Siklenka et al., 2015). However, KDM1A was not found 
���
expressed in the germline of subsequent generations, the transgenerational defects were 
���
therefore unlikely to result from transmitted modifications of sperm histone PTM. Since no 
�	�
changes in DNA methylation were observed at CpG islands, the authors hypothesized that the 
�
�
transgenerational inheritance was mediated by sperm-borne RNA (Siklenka et al., 2015).   
���
Several studies investigated specifically the role of small non-coding RNAs (sncRNAs) in 
��
transgenerational inheritance because they are long known to be present in the germ cell lineage 
���
and their involvement in the regulation of DNA methylation and histone modifications is well 
���
documented (Holoch and Moazed, 2015). Those studies found that sperm-derived ncRNAs, 
���
including miRNA and small tRNA derived from tRNAs, have the potential to influence 
���
embryonic development (see above) and lead to transgenerational inheritance (Chen et al., 
���
2016; Holoch and Moazed, 2015; Sharma et al., 2016). For example, a nutritional stress in 
���
rodents such as a high fat diet can modify the sperm miRNA content which constitutes potential 
�	�
epigenetic signals. These signals will drive offspring health and will initiate the transmission 
�
�
of metabolic abnormalities in future generations (Fullston et al., 2013). In 2016, two 
���
independent studies showed that a high-fat or a low-protein diet given to male mice was 
��
associated with increased levels of fragmented transfer RNAs species (small tRNA) in sperm 
���
that were subsequently associated with metabolic disease in their offspring (Chen et al., 2016; 
���
Sharma et al., 2016). To attest that sperm small tRNA generated by the diets were indeed at the 
���
origin of the inherited offspring phenotypes, both research groups microinjected these diet-
���
induced small tRNA into control oocytes fertilized with sperm issued from males not subjected 
���
to the regimens. Interestingly, offspring obtained from these injected oocytes showed the same 
���
metabolic abnormalities (increased occurrence of metabolic disorders). When the origin of 
�	�
these t-derived RNAs was questioned, it appeared that they were likely to come from the 
�
�
epididymal epithelium by mean of lipid-rich secreted vesicles called epididymosomes or 
���
exosomes (Reilly et al., 2016; Sharma et al., 2016).  
��
These 2016 studies confirmed an earlier report showing that male mice fed a western diet (high 
���
fat and high sugar diet) exhibited an altered sperm miRNA profile associated with an increase 
���
in metabolic disorders in their offspring (Grandjean et al., 2015). The microinjection of one of 
���
these differentially represented miRNAs, namely miR19, into fertilized eggs resulted in the 
���
appearance of similar phenotypes in the developed embryos (Grandjean et al., 2015).   
���
Changes in sperm ncRNA content following an environmental stress is not limited to metabolic 
���
stresses since Gapp et al. (2014) reported that a traumatic stress such as maternal separation in 
�	�
early life was associated with behavioural and metabolic conditions in the progeny (Gapp et al., 
�
�

nsgeneratio
tions of sperm histonhiston

at CpG islands, the authors hypoG islands, the authors hyp
mediated by sperm-borne RNAborne RN (Siklenka et (Siklenka

ted specifically the role of sthe role of small nonmall non-coding RNAsding RN
al inheritance because they cause they arere long known to be presentlong known to be present

eir involvement in the regulation of DNA methylation ir involvement in the regulation of DNA methylati
ented ted (Holoch and Moazed, 2015)Holoch and Moazed, 2015). Those 

g miRNA and miRNA and small tRNAtRN ded
ic development (see development 
loch and Moch and M



���
�

2014). Here too, sperm miRNAs were shown to be involved since micro-injection of sperm 
���
miRNAs collected from traumatized males into fertilized oocytes led to similar phenotypes.  
��
 Altogether, these studies showed that the sperm epigenome in particular its DNA 
���
methylation profile or/and its ncRNA content has the potential to alter the health of the next 
	��
generations.  
	��
 
	��
Conclusions and future prospects  
	��
 
	��
The sperm epigenome, established during spermatogenesis in the testis, is highly specialized 
		�
and unique. The studies mentioned in the present review demonstrate that sperm is more than 
	
�
a vehicle transferring its haploid genome to the oocyte. DNA modifications, chromatin proteins 
	��
and associated marks as well as sperm-derived RNA (in particular sncRNA) constitute a 
	�
specific epigenetic landscape, shown, in case of disruption, to result in male infertility, 
	��
abnormal embryo development and/or transgenerational inheritance. Future studies will have 

��
to elucidate and clarify the role and underlying mechanisms of sperm epigenetics in those 

��
processes, in particular its impact on the offspring health. If one takes into account the 

��
additional effects due to variations in the oocyte epigenome, predicting the risk of diseases in 

��
the offspring associated with germ cell epigenome alterations will certainly be a rather complex 

��
issue.  

	�
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Figure Legends  
�	�
 
�
�
Figure 1: The sperm epigenome  
���
During spermatogenesis, most histones are replaced by protamines (PRM). However, few 
��
histones remain in chromosomal domains called « solenoid » as well as in the short DNA 
���
segments connecting two adjacent toroids which are also attached to the sperm nuclear matrix 
��
(Matrix Attachment Regions = MAR, red bar). The sperm DNA is thus mainly packaged into 
��
toroids (protamine rich regions) and, for a minor proportion, into solenoids (histone rich 
��
regions) overall allowing a great condensation of the chromatin. This condensed state of the 
��
sperm nucleus is further enhanced during epididymal maturation via intra- and inter-protamine 
��
disulfide bonds. 
	�
  

�
The sperm nucleus also harbours epigenetic marks at various levels: for example, on the sperm 
��
DNA there are complex methylation profiles with regions rich in 5-methylcytosine (5mC) as 
�
well as in 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). At the level of the sperm chromatin, persisting 
��
histones are concerned by a vast array of post-translational modifications (PTM). Finally, a 
���
third epigenetic information is associated with the sperm cell it is represented by a complex 
���
pool of RNA (mRNA and several classes of non-coding RNA). This RNA-mediated epigenetic 
���
information is acquired both during spermatogenesis and the post-testicular maturation 
���
processes (i.e.: during epididymal transit; black arrow) with non-coding RNA being transferred 
���
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from the epididymal epithelium towards sperm cell via lipid-rich exosomes named, 
�	�
epididymosomes.   
�
�
C: cytosine; G: guanine; SH: thiol group; S-S: disulfide bridge  
���
 
��
Figure 2: Dynamics of epigenome reprogramming of the male pronucleus    
���
After fertilization, in one cell embryo, the sperm nucleus undergoes many remodelling events. ����
First, protamines are replaced by maternally-derived histones. In addition, in some areas of the ����
sperm nucleus where persisting histones remain, some will be replaced by canonical or other ����
variants. Furthermore, the majority of 5-methylcytosine residues (5mC) will be erased by two ����
processes: a TET-TDG-BER repair process that will introduce non-methylated cytosines (C) or ����
the AID/APOBEC/BER pathway that will change mC in thymine (T) then will repair the T-G ��	�
mismatches in non-methylated cytosines. Some regions will be protected from DNA ��
�
demethylation including repeats elements, transposons, and imprinting control regions (ICR) ����
thanks to the presence of the Stella protein and H3K9me2 histone modification.  ���
AID/APOBEC: cytidine deaminase; APE: Apurinic/Apyrimidic endonuclease; BER: Base ����
excision repair; C: cytosine; G: guanine; GSH: Glutathione; 5m: 5-methylcytosine; 5hm: 5-����
hydroxymethylcytosine; 5f: 5-formylcytosine; 5-caC: 5-carboxycytosine; Lig: Ligase; MAR: ����
matrix attachment region; Pol: Polymerase; Prm: Protamine; PTM: post-translational ����
modifications; S-S: disulfide bridge, TDG: Thymine DNA glycosylase; TET:  Ten eleven ����
translocation; XRCC1: X-ray repair cross-complementing protein 1 ����
 ��	�
Figure 3: Paternal epigenetic transmission to subsequent generations.  ��
�
Environmental exposures of male mice (F0) can modify the sperm epigenome. Epigenetic ����
information about these exposures can be transmitted to the next F1 generation and also to the ���
F2 generation or more F3. The offspring of subsequent generations can be subject to ����
transgenerational phenotypes. ����
 ����
Table 1: Variant histones in mammalian sperm nucleus ����
Beside the names (acronyms and extended names) of the histone variants found in the mouse ����
sperm nucleus, the table reports the effects recorded when the corresponding gene was ����
knocked-out or not functional.  ��	�
TP: Transition Proteins, Prm (Barral et al., 2017; Govin et al., 2007) (Szenker et al., 2011; Yuen ��
�
et al., 2014)(Govin et al., 2004; Ueda et al., 2017)(Schenk et al., 2011)(Palmer et al., 1991): ����
Protamine ���
 ����
Figures References  ����
(Drabent et al., 2003)(Martianov et al., 2005)(Tanaka et al., 2005)(Yan et al., 2003)(Jedrzejczak ����
et al., 2007)(Blanco-Rodríguez, 2009; Celeste et al., 2002; Fernandez-Capetillo et al., 2003; ����
Turinetto and Giachino, 2015)(Greaves et al., 2007; Meneghini et al., 2003; Sharma et al., 2013; ����
Suto et al., 2000; Xu et al., 2012)(Pehrson et al., 2014)(Trostle-Weige et al., 1982)(Montellier ����
et al., 2013; Shinagawa et al., 2015)(Conrad et al., 2005; Johnston et al., 2005; Noblanc et al., ��	�
2012)(Pehrson and Fried, 1992) ��
�
 ����
 ���
 ����
 ����
 ����
 ����
 ����
 ����
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Mammalian sperm nuclear organization:
resiliencies and vulnerabilities
A. Champroux1, J. Torres-Carreira2, P. Gharagozloo3, J. R. Drevet1* and A. Kocer1

Abstract

Sperm cells are remarkably complex and highly specialized compared to somatic cells. Their function is to deliver to
the oocyte the paternal genomic blueprint along with a pool of proteins and RNAs so a new generation can begin.
Reproductive success, including optimal embryonic development and healthy offspring, greatly depends on the
integrity of the sperm chromatin structure. It is now well documented that DNA damage in sperm is linked to
reproductive failures both in natural and assisted conception (Assisted Reproductive Technologies [ART]). This
manuscript reviews recent important findings concerning - the unusual organization of mammalian sperm
chromatin and its impact on reproductive success when modified. This review is focused on sperm chromatin
damage and their impact on embryonic development and transgenerational inheritance.

Résumé

Les spermatozoïdes sont des cellules particulièrement complexes et très spécialisées comparées aux cellules
somatiques. Leur rôle est de délivrer dans l’ovule le patrimoine génétique paternel ainsi qu’un lot de protéines et
d’ARNs de façon à initier un nouvel individu. Le succès reproductif qui recouvre les aspects de développement
embryonnaire harmonieux et de santé de la descendance repose en partie sur l’intégrité de la chromatine
spermatique. Les dommages à l’ADN spermatique sont clairement associés aux échecs reproductifs que ce soit en
reproduction naturelle et en procréation médicalement assistée (PMA). Cette revue présente les derniers
développements concernant l’organisation très particulière de la chromatine spermatique et ses impacts sur le
succès reproductif quand cette organisation est perturbée, en particulier sur le développement embryonnaire et les
risques trangénérationnels.

Keywords: Sperm DNA damage, Oxidative stress, Infertility, Developmental impacts
Mots clefs: Dommage à l’AND spermatique, Stress oxydant, Infertilité, Impacts developmentaux

Background
In both female and male, the germline is the only herit-
able lineage that guarantees the continuity of life. Germ
cells are generated during gametogenesis, a sex specific
differentiation program taking place in the gonads [1].
During this process, male germ cell maturation is char-
acterized by a massive chromatin remodeling and cellu-
lar restructuring. This complex process allows the

transformation of diploid spermatogonia into fully cyto-
differentiated haploid spermatozoa. Spermatogenesis is
highly conserved in mammals and can be subdivided
into three major steps: (1) a mitotic amplification step
ensuring proliferation and maintenance of spermato-
gonia, (2) a meiotic step in which spermatogonia evolve
into spermatocytes (primary and secondary) ultimately
differentiated into spermatids and, finally, (3) a post-
meiotic step, also known as spermiogenesis, where sper-
matids are differentiated into spermatozoa. This last step
can be divided into several distinct phases: early sperma-
tids harboring a round nuclei; intermediate spermatids
showing an elongated nuclei; and mature spermatozoa
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with a condensed nuclei [1]. One of the hallmarks of sper-
miogenesis is the replacement of nuclear somatic-like his-
tones by protamines (small basic proteins) facilitating
compaction of the sperm nucleus and, consequently, of
the sperm head. In somatic cells the chromatin is
organized in nucleosomes containing 146 bp of DNA
wrapped around an octamer of histones [2–4]. Chromatin
organization and all its associated modifications, whether
it concerns the DNA itself and/or the nuclear histones,
are critical for gene expression, cell division, and differen-
tiation [5, 6]. In spermatozoa, during meiotic and post-
meiotic phases, most of the histones are gradually
replaced by testis-specific histone variants followed by the
replacement of most histones, first with DNA-interacting
non-histones transition nuclear proteins and, subsequently
with protamines [7–13]. Sperm DNA-protamine inter-
action leads to a unique appearance that involves the
coiling of sperm DNA into toroidal subunits, also
known as “doughnut loops”, containing 50 to 100 kb
of DNA [14, 15]. This structure is the consequence of
the presence of high level of arginines and cysteines
within protamines that mediates strong DNA binding
and the formation of inter- and intra-protamine disul-
fide bonds critical for the optimal compaction of the
paternal genomic material. Sperm nuclear compaction is a
crucial factor since it is directly related to the sperm head
volume and, therefore to the optimal velocity of this cell, a
trait that is important for the success of fertilization. In
addition, efficient nuclear compaction is critical for the
protection of the paternal genomic material against chem-
ical and physical modifications [16]. The main focus of
this review concerns the recent advances in the study of
sperm chromatin reorganization, sperm chromatin/DNA
damage and how they can affect reproductive outcome.

The male germinal chromatin: a unique and
elaborate structure
The somatic chromatin
At the beginning of spermatogenesis, in spermatogonia
and in spermatocytes, the chromatin of germinal cells is
identical to that of somatic cells chromatin. It consists of
a combination of DNA with small basic nuclear proteins,
the histones. These proteins are rich in lysine and argin-
ine residues, giving them a global positive charge allow-
ing their interaction with the negatively charged DNA.
This interplay neutralizes a large part of the negative
charge of the DNA thus facilitating it to fold in on itself
and form compact chromatin that is contained within
the tiny nucleus of a cell. The nucleosome, the basic unit
of somatic chromatin, as mentioned above is composed
of a series of 146 bp of DNA wrapped in 1.67 turns
around core histone proteins. This unit is made of an
octamer of four histone proteins, H2A, H2B, H3, and
H4 (each in two copies), the so-called canonical

histones. The full length of the DNA molecule is associ-
ated with these nucleosomes and acquires a “beads on a
string” structure. A fifth histone, H1, interacts with the
DNA sequence bridging nucleosomes and allows for a
greater compaction of the chromatin. Histones organize
the chromatin into a fiber of 11 nm in diameter, which
coils-up upon itself several times into a fiber larger in
diameter but shorter in length (for a recent review see:
[17]). Each coil corresponds to a new level of
organization whose structure is not well understood or
controversial because of technical limitations and differ-
ences between in vitro (ie. diluted chromatin) and in
vivo (ie. concentrated chromatin) conditions [18–21].
The structure of the chromatin is not homogenous and
fixed as it seems. The cell nucleus observed by transmit-
ted electronic microscopy (TEM) shows areas of variable
density depending on the level of chromatin compaction.
Clear and less condensed areas in the center of the nu-
cleus correspond to euchromatin, which is more access-
ible to protein complexes involved in transcription and
then contains more active genes. Dark and condensed
areas in the nuclear periphery are called heterochroma-
tin that highly represses gene transcription because of its
inaccessibility to the transcriptional machinery. More-
over, these areas are variable in function of the cell types
and of the level of cellular differentiation.
The transition between euchromatin and heterochro-

matin is also based on different processes allowing mod-
ifications of the physicochemical properties of histones
and DNA. A large part of these changes consists in post-
translational modifications (PTM) of histones, occurring
principally on their amino-terminal tail protruding from
the core nucleosome [22, 23]. To date, different PTMs
have been identified, among which histone acetylation,
methylation, phosphorylation, and ubiquitination are the
most studied. The same histone can be modified on dif-
ferent residues simultaneously and a chemical group can
be added up to three times on the same residue, leading
to a high number of combinations. Many of these modi-
fications are reversible, giving a great plasticity to chro-
matin and allowing cells to react and adapt efficiently to
their environment. These changes alter the interaction
of the nuclear proteins with the DNA and release or
condense the chromatin to regulate gene expression and
to allow various processes including DNA repair, DNA
replication, mitosis, and meiosis. All together these PTM
constitute the so-called “histone code” [24–27]. Sperm
chromatin remodeling is associated with PTM both be-
fore and during the replacement of histones by testicular
proteins [8, 17–19]. These histone PTM promote
protein-protein interactions such as with the double
bromodomain-containing protein Brdt that binds acety-
lated histone H4 resulting in a more relaxed chromatin
structure facilitating histone exchange/removal [19, 20].
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During sperm chromatin reorganization, histone ex-
change, which only supports a supercoiled DNA struc-
ture, is accompanied by transient DNA strand breaks
that function to relax DNA and eliminate free DNA su-
percoils formed along the process [24, 25, 28, 29]. These
DNA strand breaks have been attributed to the activity
of topoisomerase II beta (TOPO2ß) that has the ability
to remove DNA supercoiling [30]. DNA strand breaks
are recognized by poly(ADP-ribose) [PAR] polymerases,
PARP1 and PARP2, which coordinate TOPO2ß-
dependent DNA decondensation facilitating histone to
protamine exchange [31, 32].
Another level of heterogeneity is signified by the ob-

servation that in some cell-types nucleosomes contain
histone variants [33]. Each canonical histone corre-
sponds to different histones variants, which are homolo-
gous proteins of the same gene family. Sequence identity
between a variant and its corresponding canonical his-
tones can vary. For example, H3 shares 96% identity
with the H3.3 variant and 46% identity with the
centromere-specific protein A (CENP-A), another H3
variant. The different primary amino acid sequences
confer to histone variants specific structures and their
own physicochemical properties. Consequently, histone
variants possess different biological functions when com-
pared with canonical histones. It is interesting to note
that most histone variants are testis-specific and only
expressed in male germ cells during spermatogenesis.
This observation highlights rather well the atypical na-
ture of the sperm chromatin organization.

From a somatic-like chromatin organization to a sperm-
specific chromatin organization
During spermatogenesis, germ cells undergo a long
process of differentiation to form spermatozoa, highly
differentiated cells that consist of a head containing the
nucleus and a flagellum allowing them to move towards
the oocyte in the female genital tract. This cyto-
differentiation process prepares the paternal DNA to be
transmitted as a single copy, packaging it tightly to safely
withstand the arduous journey in the male and female
genital tracts. The transition from a somatic like nucleus
to a specific spermatozoa nucleus is a lengthy process
that starts during mid-spermatogenesis with the meiosis
becoming highly visible afterwards with the great cyto-
logical changes accompanying spermiogenesis. Although
at the end of the spermiogenesis spermatozoa look com-
pletely cyto-differentiated, in reality this does not appear
to be the case. In fact sperm structures including the
nucleus continue to evolve after spermiation especially
during the epididymal transit. The passage from a
spermatogonia, a diploid cell, to four haploid spermatids
is based on the meiotic process. Like mitosis, meiosis in-
duces the DNA to condense in order to separate

homologous chromosomes and chromatids in identical
cells. This remodeling of the chromatin during meiosis
is allowed by PTM of histones and by insertion of
ubiquitous or testis-specific histones variants. These
chromatin modifications take part in multiple steps dur-
ing meiosis including the condensation of chromatids,
the repair of the numerous DNA single strand breaks
created for the pairing of homologous chromosomes,
the sex (or XY) body formation, the substantial activa-
tion of transcription during the pachytene stage, and the
formation of the kinetochore facilitated by the Cenp-A
variant. The precise function of these chromatin modifi-
cations during meiosis is still under study (for reviews
on these particular aspects see: [34–36]).
The most striking changes of the male germinal chro-

matin occur during spermiogenesis. In addition to the
great changes of their cell morphology, spermatids also
undergo major modifications of their nucleus. Accom-
panying the marked reduction in cell size, the sperm nu-
cleus volume is also profoundly reduced to approximately
1/7th the size of any somatic cell nucleus. This reduction
of the sperm head volume serves two distinct purposes;
the acquisition of a more hydrodynamic head shape that
will determine the cell optimal velocity, and the protection
of the paternal DNA from insult by toxic metabolites. In
mammals, to achieve this goal, the chromatin is highly
condensed from the periphery to the center and from the
apex to the base of the nucleus. Chromatin condensation
is due to a deep reorganization of DNA-associated pro-
teins. Initially, various histone modifications and the in-
corporation of histone variants (in particular, linker
histone variants: H1t, H1t2, and Hils) is required to open
up the chromatin enabling the exchange of histones with
transition proteins (Tnp). This is then followed by Tnp re-
placement with other basic proteins, the protamines
(Prm). Among the histone PTM recorded during spermio-
genesis, hyperacetylation and ubiquitination occur simul-
taneously and appear to play an important role in the
histone-protamines exchange. H2A and H2B ubiquitina-
tion add a large chemical group to the core histone indu-
cing steric hindrance aiding the chromatin opening. In the
meantime, the leftover histone de-acetylases (Hdac) from
meiosis prophase I, are degraded [37] resulting in the
hyperacetylation of H4 and to a lesser extent of H3 in the
entire nucleus. In human, the hyperacetylation consists of
a phosphorylation sequence of multiple histone residues
in a defined manner that precedes and persists during
histone-to-protamine exchange. This process of histone
hyperacetylation occurs only in species that utilize histone
replacement (trout, mollusks, Drosophila, rooster, rodents,
human), and not in species that conserve histones in their
mature sperm cells. Two modes of action for histone
hyperacetylation have been proposed which are not mutu-
ally exclusive. Firstly, DNA-histone interaction is
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decreased by histone hyperacetylation, allowing the open-
ing of the chromatin and recruitment of factors and pro-
teins. Secondly, bromodomain proteins can recognize and
bind hyperacetylated histones. Notably, the bromodomain
testis-specific protein (Brdt), is only expressed in male
germ cells during the pachytene, the diplotene, the round
spermatid, and the elongating phases [38, 39] which coin-
cide with histone hyperacetylation during spermatogen-
esis. The binding of Brdt to hyperacetylated H4 induces
chromatin condensation, independently of ATP [39, 40].
However, this binding also allows the recruitment of
Smarce1 [39], an ATP-dependent SWI/SNF chromatin
remodeling complex, which suggests two alternative
mechanisms of action for Brdt: an ATP-dependent and an
ATP-independent one.

The transition proteins
In mammals, hyperacetylated histones are first replaced
by transition proteins. This is not the case in all species as
for example in mollusks; the histone-protamine exchange
does not require an intermediary [41]. Transition proteins
(Tnp) are small proteins (between 50 and 140 residues),
more basic than histones (but still less basic than prot-
amines) and rich in arginine and lysine. Four Tnp are
known in mammals but only Tnp1 and Tnp2 have been
well studied. Tnp1 and Tnp2 are encoded by two different
single-copy genes composed of 2 exons and an intron. In
rodents and humans, the tnp2 gene is part of a cluster
along with prm1, prm2, and prm3 genes. This cluster is
surrounded by 2 matrix attachment regions (MAR) and
involved in the transcriptional regulation of these genes
during spermiogenesis [42]. The transcription of these
clustered genes and tnp1, located on another chromo-
some, occurs at the same time in round spermatids. The
corresponding mRNAs are stored as ribonucleoproteins
for 3 to 7 days until translation. The proteins involved in
this storage recognize the 3′UTR regions of the mRNAs.
Moreover, these transcripts possess a long polyA tail
(about 150 nucleotides) partially cleaved (around 50 nu-
cleotides remaining) before translation. TheTnp mRNAs
are then translated subsequently the Tnp proteins are
phosphorylated at their C-terminus. This phosphorylation
is a prerequisite for binding to the DNA. It is subsequently
removed to increase the Tnp-DNA affinity and the chro-
matin condensation [43]. Tnp1 protein is 54 amino acids
long, composed of 20% lysine, 20% arginine, and no cyst-
eine (except in boars, bulls, and rams) in a highly con-
served sequence between species. Tnp1 is strongly
expressed and evenly distributed in the nucleus of sperma-
tids. In vitro, Tnp1 decreases the melting temperature of
DNA [44], destabilizes the nucleosome-DNA interaction
and relaxes the chromatin on addition to nucleosome-
binding DNA [45]. Tnp1 also increases the topoisomerase
I activity [46] and stimulates single-strand break repair

[47]. In vivo, tnp1 knock-out in mice did not induce a
marked phenotype in sperm nucleus, but was observed to
influence fertility [48]. In fact, only 40% of male mice were
fertile the litter size was reduced from 7.7 to 1.6 pups/lit-
ter when males were mated with females of the same
svj129 background. According to the authors, the infertil-
ity factor was due to a substantial decrease in sperm mo-
tility. In the spermatid nucleus, an abnormal chromatin
structure was observed during condensation with the
presence of rod-shaped chromatin condensation units in
the fine fibrillar chromatin. In fine, the chromatin of epi-
didymal spermatozoa was less condensed than in wild-
type (WT) mice. The analysis of protein composition in
the spermatid nucleus revealed a normal histone with-
drawal but an increased incorporation of Tnp2 and a pre-
mature production of the Prm2 precursor protein.
Moreover, the processing of the Prm2 precursor by cleav-
age was delayed and stable intermediary forms of Prm2
were detected in cauda epididymal spermatozoa.
Tnp2 is relatively different from Tnp1 in many aspects.

This protein is twice as large as Tnp1, with a 117 to 138
amino acids poorly conserved between species. It is com-
posed of 10% lysine, 10% arginine, 5% cysteine, as well as
serine and proline. Tnp2 possesses 2 zinc-finger domains
in the N-terminal domain and a highly basic C-terminal
domain. Its expression levels vary depending on species.
In vitro, Tnp2 increases the melting temperature of the
DNA and condenses the nucleosome-binding DNA by
oligomerization of close DNA strands [49, 50]. In vivo,
Tnp2-null mice were fertile, however a decrease in litter
size was observed (from 7.4 to 3.9 pups/litter; [51]. Epi-
didymal spermatozoa presented flagellar defects and an
abnormal chromatin structure that was less condensed
than in WT mice, resembling that observed in tnp1-null
mice. Tnp2 loss was compensated by an increase in Tnp1
expression and maturation defect of the Prm2 precursor
(as recorded in tnp1-null mice) was observed. The tnp1/
tnp2-null double mutant mice were found to be infertile
[52]. These mice showed a great decrease in epididymal
sperm counts, motility, viability, and normal morphology.
In addition, the chromatin of the few epididymal
sperm cells was weakly condensed. Moreover, in vitro
fertilization with these spermatozoa revealed poor fertiliz-
ing abilities. Thus, this study underlined that Tnp1 and
Tnp2 possess some redundant functions, but cannot fully
compensate for one another, suggesting some specificity
of function. The opposing in vitro properties of Tnp1 and
Tnp2 also support these conclusions.

The protamines
Transition proteins are replaced in their turns by prot-
amines (Prms). These highly basic small proteins are
produced by genes evolutionary derived from an ances-
tral gene that was also at the origin of the histone H1
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gene [53]. Over time, the sequence and the structure of
the Prms have much diversified between species [54].
Two Prms, Prm1 and Prm2, have been characterized in
mammals. Whereas Prm1 is expressed in all mammals,
Prm2 is only expressed in some species such as pri-
mates, certain rodents, rabbits, hares, and horses. Al-
though pigs and bulls possess a prm2 gene, it is not
functional. Prm1 and prm2 are composed of 2 exons
and an intron, as is the case for the tnp genes. As indi-
cated already above, in rats, mice, and humans, prm1
and prm2 form a cluster with tnp2 and a third prm gene,
prm3. Prm genes are expressed at the same time in
round spermatids and the corresponding mRNAs are
stored and inactivated for around 10 days, until the
elongating stage, by the same processes than those de-
scribed for Tnp mRNAs (for reviews see: [43, 55, 56]). It
should be noted that prm3 encodes a small cytoplasmic
acidic protein, not involved in the process of spermatid
chromatin condensation [57]. As Tnps, Prms are phos-
phorylated immediately after mRNA translation, during
the translocation of the proteins into the nucleus. This
PTM is necessary for DNA binding, but is removed
afterward, increasing the Prm-DNA affinity and the
chromatin condensation. Prm1 is translated as a mature
protein of about 50 amino acids, composed of an
arginine-rich central domain and of cysteine-rich short
domains. The N-terminal tail possesses some serine resi-
dues, which are phosphorylation sites involved in Prm1
incorporation in the spermatid chromatin. For its part,
Prm2 is synthetized as a precursor protein of about a
hundred amino acids. Poly-arginine domains are inter-
spersed throughout the mature Prm2 and the content in
histidine is higher than in Prm1 (up to 20 and 5% or
less, respectively; [58]. As with Prm1, Prm2 is rich in
cysteines and is also phosphorylated immediately after
its synthesis enabling it to bind to DNA. The DNA-
bound Prm2 is progressively matured by successive pro-
teolytic cleavages of its N-terminus, a process that takes
several days, increasing chromatin condensation step-
by-step. This maturation process eliminates about 40%
of the N-terminal domain of Prm2. In mice and humans,
six cleavages are necessary to produce a mature protein
of about 60 residues long. However, some of the inter-
mediate products can persist in the mature sperm nuclei
[59, 60]. Finally, another important difference between
Prm1 and Prm2 is the ability of Prm2 to bind zinc. It is
hypothesized that the zinc complex will participate in
the final condensation of the sperm nucleus, protecting
a number of protamine thiol groups from oxidation and
thus limiting the formation of intra- and inter protamine
disulfide bonds [61]. However, zinc is particularly
enriched in the seminal plasma while disulfide-bridging
of protamine thiols is a process taking place during epi-
didymal maturation suggesting that the later is likely to

be the prominent process driving the final state of com-
paction of mature spermatozoa (see below).

The final structure of the sperm chromatin
The histone-protamine exchange during the elongating
phase of spermiogenesis drastically modifies the struc-
ture and the spatial organization of the sperm chroma-
tin. At the end of this process, the sperm chromatin is 6
to 7 times more condensed than in the nucleus of any
somatic cells. The high level of sperm DNA condensa-
tion almost resembles a crystalline structure, with little
room to accommodate even water molecules. The com-
pact structure shields it from mechanical shearing and
chemical stressors that may have mutagenic effects. This
is particularly important because mature spermatozoa
are devoid of any functional DNA repair machinery (see
below). Thus, it will be the task of the oocyte after
fertilization and prior to the first division of segmentation
to repair the paternal DNA in the newly decondensed
male pronucleus [62]. Although the processes of sperm
nuclear condensation and chromatin reorganization are
considered essential, our knowledge of the structural intri-
cacies of the sperm nucleus is scarce. Although it should
be pointed out that the sperm nucleus is a highly ordered
structure that is well conserved from one sperm cell to an-
other as well as from one individual to another, the
organization of the mature sperm nucleus however ap-
pears to be species–specific, limiting the ability to trans-
late findings from mouse or bovine to human.

The basal unit of the sperm chromatin and its con-
formation The nucleoprotamine structure constitutes
the basal unit of the sperm chromatin. The Prms and
their interaction with the DNA were first studied in sal-
mon and bull [16, 63]. Unfortunately, no detailed crys-
tallographic data are available as the DNA-Prm complex
is insoluble. As shown by Raman Spectroscopy, when
Prm1 is free in solution, the protein is unfolded, [64].
Prm1 acquires a stable conformation only when it is
bound to DNA. Prm1 wraps around the double stranded
DNA in one groove of the double helix via electrostatic
and hydrogen bond interactions with the DNA back-
bone. Although, most studies conclude that Prm1 binds
to the major groove of the DNA [65, 66], some studies
report that it also binds to the minor groove [67]. The
interaction of one Prm1 per turn of the DNA helix
covers about 11 bp [68] allowing the DNA to curve in a
conformation unique to the sperm chromatin. After
binding, due to the presence of numerous cysteine resi-
dues contained in protamines, intramolecular disulfide
bridges are initially formed to stabilize the Prm1-DNA
interaction. Subsequently the intermolecular disulfide
bridges formed between Prms trigger the adjacent DNA
fibers to come closer for a tighter compaction of the
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sperm chromatin. Atomic force microcopy studies re-
vealed that the addition of bull Prm1 to a free linearized
plasmid DNA on a mica surface prompts its condensa-
tion into a toroidal structure, called a toroid [69]. Other
experiments showed that around 50 kb of DNA can be
coiled into a salmon protamine toroid [70]. Toroids were
also observed in native human sperm chromatin [71].
The toroid is therefore considered as the first level of
organization of the sperm chromatin (see Fig. 1). Similar
properties were found for Prm2-DNA interaction with
the addition that zinc ions participate in the interaction.
Prm2 binds zinc via its cysteine residues with one zinc
ion mobilizing 4 cysteine residues. The amount of zinc
associated to Prm2 is important since it was reported
that there is an equimolar ratio of zinc and Prm2 in hu-
man sperm [68]. The zinc-mediated thiol bridges then
stabilizes the Prm2 and the sperm chromatin complex
[61]. These observations are in agreement with the role
associated with zinc in male fertility [61]. It is therefore
evident that a fine balance is present between the

number of protamine cysteine residues involved in disul-
fide bridges versus the number of cysteine residues che-
lated by zinc. This balance is directly linked to the
sperm nuclear content in protamines since Prm1 cyst-
eine residues are involved in disulfide bridges while
Prm2 cysteine residues are involved in zinc chelation,
thus preventing these residues to form disulfides. These
observations explain why the sperm nucleus condensa-
tion is both sensitive to the redox status and to zinc
availability. High levels of zinc will reduce disulfide bond
formation leading to a less nuclear compaction while
lower concentration of zinc will promote disulfide bridg-
ing resulting in a tighter nuclear compaction. Although
a tighter sperm nuclear condensation could be perceived
as beneficial, it may not be the case since after
fertilization a highly condensed paternal DNA will re-
quire more time and more energy to be decondensed.
Similarly, the redox environment may influence protam-
ine disulfide bridging events consequently sperm nuclear
condensation. Thus, we postulate the existence of a fine

Fig. 1 Schematic representation of the testicular and epididymal events leading to the drastic change in sperm chromatin organization. In testes,
spermatogenesis permits to transform diploid spermatogonia into haploid spermatozoa. Spermatogenesis can be subdivided into three major steps: a
mitotic amplification which ensures the proliferation and maintenance of spermatogonia, a meiotic step in which spermatogonia undergo to form
spermatocytes which differentiate into spermatids and a post-meiotic step also known as spermiogenesis which makes spermatozoa. During
spermiogenesis, the round spermatids undergo several morphological and biochemical modifications characterized by the acquisition of final
nuclear shape and the replacement of somatic type histones by protamines. Histones that organize the DNA (146 bp) into nucleosomes are
gradually replaced by testis-specific histone variants, and sudden post-translational modifications (for example hyperacetylation), followed by
the replacement of most histones by at first by DNA interacting non histones, then by transitions proteins Tnp1 and Tnp2 and finally by protamines
(Prms). Sperm DNA-protamine interaction leads in a unique appearance that involves the coiling of sperm DNA into toroidal subunits, also known as
“doughnut loops”, that contain around 50 kb to 100 kb of DNA. At the end of spermatogenesis a fraction of the sperm chromatin is still in nucleosomal
arrangement. Remaining histone-containing nucleosomes (folded histone solenoids) punctate the toroidal chromatin structure. In addition, the small
linker DNA strands going from one toroid to another are also associated with histones. At some locations, these histone-associated strings of DNA are
bound to the sperm nuclear matrix. During post-testicular epididymal maturation of spermatozoa, the nucleus is further condensed by means of
intense disulfide bridging. A nuclear enzyme (sperm nucleus glutathione GPx4 = snGPx4) working as a disulfide isomerase uses luminal reactive oxygen
species (ROS), essentially hydrogen peroxide (H2O2) to create inter- and intra-protamine disulfide bounds on thiol groups carried by the cysteine-rich
protamines. It further condenses the sperm nucleus and locks it up a condensed state
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equilibrium that is critical for optimal sperm nuclear
condensation and zinc concentration. The high level of
zinc found in the seminal plasma may therefore limit
further disulfide bridging events in the sperm nucleus
during its journey up to the fertilization site in the fe-
male genital tract.
Practically, in high salt conditions and with the use of

a reducing agent such as dithiotreitol (DTT) protamines
can be extracted from the nucleus of epididymal sperm-
atozoa because of the reduction of the disulfide bridges.
This treatment promotes the formation of a halo of
DNA loops exiting the sperm nucleus. This halo can be
viewed after ethidium bromide staining and its measure-
ment in hamster revealed that average loop length were
around 46 kb [72]. This estimate is close to the 50 kb or
so of DNA found associated with a toroidal structure of
protamines as observed in vitro when using plasmid
DNA and salmon protamine [70]. Of note is the fact that
with human sperm cells the halo revealed a DNA loop
size of about 27 kb [73].

The sperm nuclear matrix The formation of a DNA
halo around the sperm nucleus after protamine extrac-
tion suggests that the DNA loops arranged around the
toroids are attached to an internal nuclear scaffold.
Ward and colleagues have proposed that the toroids are
associated with a protein-rich nuclear matrix. They
showed that the DNA strands linking 2 neighboring to-
roids are sensitive to nucleases (DNAse I, topoisomerase
II β, restriction enzymes…), as is the case for the matrix
attachment regions (MAR) in the nucleus of somatic
cells [74]. In addition, in the sperm nucleus of hamsters,
mice, and humans, the same authors isolated, as part of
the nuclear matrix, a protein structure bound to specific
DNA sequences [73, 75, 76]. This structure is called the
nuclear annulus because of its curved ring shape. It is
located at the base of the sperm nucleus at the implant-
ation fossa, the junction between flagellum and sperm
head. Further studies revealed that sperm nuclear MARs
differ from somatic nuclear MARs. As an illustration, in
hamsters, MARs found in the region of the rRNA 5S
gene cluster were compared between somatic and sperm
cells using fluorescent in situ hybridization (FISH) in
histone- and Prm-depleted halo nuclei [77]. This gene
cluster is organized into a single large DNA loop in liver
and brain somatic cells, whereas it forms three short
DNA loops in sperm cells. Sperm MARs may therefore
not be equivalent to somatic cell MARs. As mentioned
above for the Prm-Tnp gene cluster, the sperm MARs
are involved in the regulation of gene transcription in
spermatids during spermiogenesis. This may also be the
case in the paternal pronucleus of the zygote after
fertilization. Additional research in mice underlines the
importance of the physical association between these

DNA sequences and the sperm nuclear matrix for the
paternal pronucleus formation and the first cycle of
DNA replication in the zygote [78, 79]. Data suggest that
the zygotic origins of replication are located in sperm
MARs, as already shown in somatic cells [80, 81].

Persisting nucleosomes in sperm Several reports have
shown that histones could be found in mature sperm in
variable quantities depending on the species. For ex-
ample, it was estimated that around 1% of the sperm
DNA is still associated with histones in mice, hamster,
stallion, and bull spermatozoa [82–84] while it may go
up to 10–15% in human sperm [85]. More recent immu-
noprecipitation studies (yet to be published) narrowed
this difference down and reported that in human sperm
persisting histones constitute about 5 to 7% of the DNA
sequences. This is still substantially more than the other
mammals studied to date. The reason for the higher
percentage of histones in humans sperm is not yet
understood. Some authors suggest an inefficient sperm-
atogenetic program in human as a possible reason.
Others postulate that human sperm needs to maintain
more paternal chromosomal regions to be readily
accessible for the onset of the developmental
programme post-fertilization. Initially considered as
remnants of an incomplete histone replacement process
during spermatogenesis these persisting histones are
now considered critical for the early transcriptional
reactivation of the paternal genome [86, 87]. This notion
is backed by the observation that the persisting histones
in sperm can be found in the zygote [88].
The presence of paternal persisting histones after

protamine-histone exchange, fertilization followed by
decondensation [89, 90] may reveal an important func-
tional role for these proteins in the early embryo devel-
opment [91, 92].
In mice and human spermatozoa, immunocytochem-

ical approaches reveal localized histones at the periphery
of the nucleus as well as in the post-acrosomal and basal
domains of the sperm head [93–95]. The basal
localization of the histone signal resembles that of the
nuclear annulus [75]. This structure is seen as a compo-
nent of the sperm nuclear matrix, acting as an anchor
for the sperm DNA via the sperm MARs (localized
among toroids) and the histone-rich telomeres [94, 96].
In mouse sperm we recently reported that nuclear
domains rich in matrix proteins are also histone-rich re-
gions of lower compaction [95, 97].
The fact that specific locations in the mature sperm

nucleus house these histones supports the notion of an
ordered process for the maintenance. This is backed by
genome-wide analyses including chromatin immuno-
precipitation (ChIP) studies, DNA microarrays and
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high-throughput sequencing revealing organized spe-
cific regions in mouse and human sperm. Nucleosomes
were found enriched in 2 types of genomic regions.
One region concerns large areas of DNA up to 100 kb
in length that punctuate the protamine-associated
chromatin (see Fig. 1). Ward [98] suggested that these
segments of DNA are organized in a less condensed
state with a solenoid-like conformation resembling the
somatic chromatin. Additionally, high histone levels
were found in interspersed short DNA sequences
(around 1 kb-long) that correspond to the small DNA
linkers bridging toroids together [95, 97, 98]. Interest-
ingly, the latter regions were also reported to be associ-
ated with the sperm nuclear matrix [95, 97, 98]. ChIP
studies utilizing histone antibodies to recover the
histone-associated DNA sequences in mature sperm re-
vealed histones to be significantly enriched at the pro-
moters of: genes coding for microRNAs, genes involved
in early embryonic development (e.g. transcription
factors, HOX genes, signaling protein, etc.…), genes
subjected to genomic imprinting, and genes involved in
spermatogenesis [99]. However, conflicting data from
different groups showed that persisting histones were
associated with intergenic sequences outside of the
gene regulatory regions [95, 100]. To date, there is no
consensus as to what specific DNA sequences in sperm
are associated with nucleosomes. This is essentially due
to the way DNA sequences were recovered from ma-
ture sperm during the ChIP assays. Due to the extreme
difficulty in recovering mature sperm DNA associated
with the intrinsic properties of the compacted nucleus,
strong reducing conditions are required to obtain the
halo sperm phenotype followed by microccocal nucle-
ase (Mnase) digestion to retrieve the long loops of
DNA exiting the sperm nucleus. The soluble DNA frac-
tion is then separated from the insoluble portion that
also contains the nuclear debris. This operation leads to
the recovery of sperm DNA sequences associated with
histones which mainly corresponds to the solenoid re-
gions embedded within the toroids of protamines (see
above). Following this type of sperm DNA retrieval
protocol it is not possible to recover the sperm DNA
associated with the nuclear matrix as it is discarded
during the preparation. However, with more aggressive
sperm DNA retrieval conditions such as sonication, it
is possible to obtain some of the histone-associated
DNA sequences attached to the sperm nuclear matrix.
The use of different extraction techniques may thus ex-
plain the present discrepancy in the literature of sperm
DNA histone-associated sequences in the species that
have been investigated.
Another important question is why peripheral regions

of the mature sperm nucleus maintain association with
histones? Due to their lower state of compaction and

their peripheral localization, these nuclear domains will
be the first ones to be susceptible to DNA damage from
external stressors. So what is the evolutionary reason for
the maintainance of such regions of fragility? One reason
could be that these peripheral regions are the first ones
targeted by the oocyte-driven centripetal decondensing
processes of the sperm nucleus after fertilization. Ac-
cordingly, these regions may have to be retained in a
pre-decondensed state either to facilitate the deconden-
sation process or/and to remain transcriptionally active
very early in the zygote developmental program. Regard-
less of the reasons, the paternal DNA present in these
peripheral less tightly packed regions of the sperm nu-
cleus will be more likely to incur damage. This observa-
tion has been verified experimentally in transgenic
mouse models where it was observed that the regions
sensitive to high post-testicular oxidative damage match
the distribution of nucleosomes [95, 98].
A more detailed analysis of histone variants in these

loci, where histones are maintained, showed a precise
distribution of these epigenetic marks. For example, the
testis-specific H2B variant (TH2B) was found enriched
in the promoters of genes involved in sperm cell matur-
ation, function, capacitation and fertilization, but never
in the promoters of genes controlling embryonic devel-
opment [89]. As another example, the H2A.Z variant
was mainly found in pericentromeric heterochromatin
domains [101]. Conversely, the promoters of develop-
mental transcription factors genes were found enriched
in H3K4me2 marks (transcriptionally permissive marks
consisting in dimethylation of histone H3 on lysine 4)
while H3K9me3 marks (transcriptionally repressive marks
consisting in trimethylation of histone H3 on lysine 9)
were not found localized near genes, but in pericentro-
meric genomic regions [99]. In conclusion, histone con-
tent and PTM of these paternal-borne nucleosomes
represent distinct epigenetic characteristics that are
unique to the sperm nucleus. Notably, protamines (Prm1
and Prm2) also carry multiple PTM that have led some
authors to propose that like the somatic cell “histone
code”, there might also be a sperm “protamine code”,
unique to the sperm nucleus [102]. Thus, PTM of sperm
persisting histones as well as protamines may constitute a
complex epigenetic signature driving embryo development
and potentially transgenerational inheritance, as persisting
paternal histones may be transmitted to the next
generation.

The sperm chromosomal organization Additional
studies provide further evidence for the highly conserved
sperm chromatin organization at the chromosomal level
in the sperm cells of the same individual but also across
the individuals of the same species. Studies over the last
two decades with the FISH technique applied to sperm
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cells revealed distinct positioning of the chromosomes in
the nucleus. Indeed, in humans, the centromeres of
chromosomes are localized in the center of the sperm
nucleus, whereas the telomeres are at the periphery
[103] where they can dimerize. The use of fluorescence
in situ hybridization (FISH) probes for each arms of the
same chromosome showed the q- and t-arms co-localize
in the same region of the sperm nucleus. It was pro-
posed that the two arms of a chromosome interweave or
juxtapose in an anti-parallel manner. In this way, each
chromosome has a hairpin structure on a center-
periphery axis [104]. Moreover, the chromosomes are
not tangled and their position relative to each other
appear to be specific occupying a precise location in
the sperm nucleus. Statistically, the relative localiza-
tions of autosomal and sex chromosomes are preserved
between sperm cells of an individual and within the
species [105–107]. In humans, the organization of sev-
eral chromosomes (namely chromosomes 17, 1, X, 19, Y)
was partially established along the antero-posterior axis of
the sperm nucleus [107, 108], however, to date there is no
complete location mapping of all the chromosome in one
species.

Sperm nuclear/DNA alterations have many faces
Chromatin defects
There is a growing body of evidence supporting the hy-
pothesis that sperm chromatin integrity is an important
factor in determining reproductive success. Disruption
and alterations of sperm chromatin organization have
been associated with various developmental impairments
as well as post conception issues such as increased mis-
carriages, increased perinatal mortality and increased
susceptibility to pathologies in the progeny [109–112].
As already described, chromatin compaction in sperm
nucleus is a long and complex process leading to a nu-
cleus approximately 7 times smaller than a somatic cell
nucleus. Sperm nuclear compaction involves a major and
a minor step. The major step involves the replacement of
histones by protamines during spermiogenesis and, the
“minor” step (relative to the modifications introduced to
the sperm nucleus), occurs during epididymal maturation.
The latter step involves inter- and intra-protamines cross-
linking through formation of disulfide-bonds by numerous
thiol groups present in protamines. In each of these com-
partments (testicular or epididymal) defects may alter
sperm nuclear organization and essentially its compaction.

Chromatin defects occurring during spermatogenesis
There are numerous ways in which the sperm nuclear
structure could be compromised frequently resulting in
local or global abnormal sperm nuclear condensation.
When local, it is often associated with nuclear vacuoles
usually visible at high magnification (above x6000)

depending on their size and number. It is now well ac-
cepted that these sperm head vacuoles are indeed nu-
clear in nature and relate to local impairment in nuclear
condensation [113, 114]. Local defects in protamination
are likely the cause, however, even with the phenotype
characterized, the mechanisms involved are not well
understood and requires further research. To avoid the
selection of spermatozoa with vacuoles for IntraCytoplas-
mic Sperm Injection (ICSI) procedure, some clinicians
now recommend the use of differential interference con-
trast microscopy (also called Normarski contrast) that al-
lows the observation of live sperm at high magnification.
The use of the Motile Sperm Organelle Morphology
Examination (MSOME) technique allows the detection of
sperm head vacuoles that otherwise would go unnoticed
at the regular magnification (x300) used in routine for the
selection of sperm for ICSI. However, the use of this
protocol in improving ICSI outcome is not yet confirmed
due to the paucity of comparative studies [115–121]. In-
deed only a few studies comparing the results of IMSI
(Intracytoplasmic morphologically selected sperm injec-
tion) with regular ICSI have been reported with the
blastocyst implantation rate, miscarriages and birth rates
as the end points. The sole indication of the presence of
chromatin defects that prevails to date is when clinicians
face recurrent implantation failures while performing ICSI
[122]. The drawback of such sperm selection protocols is
the time they require and the exposure of sperm to bright
light and media that may lead to oxidative DNA damage.
In addition to these local alterations of the sperm nu-

clear condensation, there are instances of global sperm
nuclear decondensation. These may have several causes
such as defective protamination and excessive DNA frag-
mentation. The latter may be due to unrepaired meiotic
strand breaks, mechanical shearing during the cytodiffer-
entiation step at spermiogenesis, or/and the result of oxi-
dative damage essentially in response to environmental
conditions (chemical and physical stressors). To better
understand the histone to protamine exchange process
and the importance of an optimal sperm chromatin
organization and compaction on male fertility, different
mutant mice were generated. Mice deleted for the two
poly(ADP-ribose) polymerases (Parp1 and Parp2), essen-
tial proteins involved during the replacement of histone
by Prm, are infertile and show increased amount of
histones in spermatocytes along with reduced sperm
chromatin condensation [123, 124]. Mice knockout for
Brdt (Bromodomain-containing protein) which recognizes
hyperacetylated histones allowing their replacement by
transition proteins (Tpn) are also infertile. They present a
severe reduction both in sperm counts and sperm motility
associated with high percentage of sperm morphological
abnormalities including misshaped heads and failure of
nuclear condensation [125]. A similar phenotype was
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observed in the chromodomain helicase DNA binding
protein 5 (Chd5) mutant mice. This was not a surprise
since Chd5, similarly to Brdt, orchestrates histone replace-
ment, histone H4 hyperacetylation, histone variant expres-
sion and nucleosome eviction [126]. It is worth noting
that CHD5 was found highly expressed in the human
testis during spermiogenesis and that low CHD5 expres-
sion was associated with some human infertile situations
[126]. Another knockout model, the rnf8−/− mouse, asso-
ciates sperm chromatin compaction defect with male in-
fertility. Rnf8 is a ubiquitin E3 ligase that ubiquitinates in
particular histones H2A and H2B. This PTM appears to
promote histone H4K16 acetylation, a critical modification
for the replacement of histones by protamines during
spermiogenesis. As a consequence, rounded germ cell nu-
clei of Rnf8-deficient male mice contained histones but no
Prm leading to severely impaired sperm chromatin com-
paction. In addition, Tnp1 and Tnp2 levels were dramatic-
ally reduced and a mild elevation of germ cell apoptosis
was recorded in both testes and epididymis. rnf8−/− sperm
also displayed abnormal rounded heads and retained re-
sidual cytoplasm [127]. Likewise, Tnp1- and Tnp2-null
double mutant mice present with fertility problems associ-
ated with abnormal sperm chromatin condensation due to
incomplete protamination, a decrease in sperm count as
well as a decrease in sperm motility [128]. With respect to
the mammalian protamines Prm1 and Prm2, we have seen
above that the incorporation of these two proteins into
the sperm chromatin is strictly regulated, resulting in a
species-specific, tightly controlled Prm1/Prm2 ratio. In
human sperm the ratio of PRM1/PRM2 is approximately
equal (1:1) in fertile men whereas it was found to be dis-
placed in some infertile situations [129–131]. Patients with
altered P1/P2 ratio were shown to be more likely to dis-
play decreased sperm concentration, decreased motility, a
higher frequency of abnormal sperm morphology and an
elevated level of DNA damage. In mice, the knockout of
Prm1, Prm2 or both is associated with infertility and non-
functional spermatozoa showing abnormal morphology,
reduced sperm counts and motility as well as increased
DNA fragmentation [57, 132–134]. Recently, Prm1-
deficient female chimeric mice carrying Prm1-deficient
oocytes were generated. These mice successfully produced
Prm1(+/−) male mice. Via in vitro fertilization (IVF)
healthy Prm1(+/−) offspring were produced demonstrat-
ing that spermatozoa lacking Prm1 can fertilize and pro-
duce viable embryos. However a detailed survey of the
offspring showed midification in expression profiles [135].

Chromatin defects due to chromosomal abnormalities
Sperm aneuploidy originates from segregation errors dur-
ing the meiotic divisions of spermatogenesis, though the
exact causes of sperm aneuploidy are unknown. Perrin et
al. [136] found that men with structural chromosomal

abnormalities (reciprocal translocations, Robertsonian
translocations and pericentric inversions) had higher rates
of DNA fragmentation than men without abnormal karyo-
types. DNA fragmentation was significantly correlated
with the percentage of aneuploidy in chromosomes X, Y,
13, 18 and 21 [137]. Muriel et al. [138] and Enciso et al.
[139], have confirmed these findings and shown that
sperm aneuploidy may lead to an increase in sperm DNA
damage. This is consistent with the fact that sperm DNA
integrity partly depends on the structural organization of
the sperm nucleus and that chromosome alterations may
lead to local architecture modifications [140]. To date, it is
not that clear whether DNA damage and aneuploidy in
sperm are causally linked or associated by a common
mechanism of damage, or if it is just the consequence of a
disrupted nuclear architecture [141]. It should be noted
that recent findings report that chromosome structural
aberrations (disomy, translocation) found in the offspring
can be also caused by the oocyte attempt to repair DNA
alterations accumulated on sperm DNA after spermato-
genesis [142].

Post-testicular chromatin defects
Leaving the testes, spermatozoa are not completely ma-
ture both at the structural and functional levels.
Amongst the numerous modifications that occur on
spermatozoa while going down the epididymal tubule up
to the storage compartment one concerns the comple-
tion of the sperm nucleus compaction. We and others
have demonstrated that during the epididymal journey,
the sperm nuclear protamines rich in cysteine thiol-
containing residues are modified by oxidative events
resulting in the formation of intra and inter-protamine
disulfide bridges. This nuclear process requires the activ-
ity of an enzyme located in the sperm nuclear compart-
ment, the snGpx4 protein (sperm nucleus glutathione
peroxidase 4, [143]) that uses hydrogen peroxide (H2O2)
to make disulfide bonds, thus working as a disulfide
isomerase. There is now a large body of evidence show-
ing that a finely tuned level of oxidation is required to
further condense the sperm nucleus. Absence of sngpx4
induces a delay in post-testicular sperm nuclear compac-
tion with abnormal chromatin condensation and sperm
head fragility when cells are eventually challenged by
mild reducing conditions, resulting in a giant head
phenotype [143, 144]. We have shown earlier that in
mouse an epididymal luminal scavenger, the glutathione
peroxidase 5 protein (Gpx5) is critical in this post-
testicular disulfide bridging process since it contributes
to fixing the optimal H2O2 concentration in the epididy-
mal fluid [145]. Consequently it also determines the op-
timal level of disulfide bridging on the sperm nucleus
[146]. When Gpx5 is absent (in gpx5−/− animals) it re-
sults in DNA oxidative damage, mainly to the sperm
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nucleus, a cell compartment that is difficult to protect
even though the epididymis of gpx5-deficient animals
does it best to limit the increase of luminal oxidative at-
tacks on the sperm plasma membrane [145]. Sperm
DNA oxidation was associated with reproductive failures
including an increase in miscarriages, an increase in ab-
normal embryonic development and an increase in peri-
natal mortality. When both sngpx4 and gpx5 were
knocked out we recorded cumulative effects on sperm
cells that show both nuclear susceptibility to deconden-
sation and nuclear oxidation [144]. Therefore, when the
testis is not at the origin of the defect, the sperm nuclear
condensation can also be challenged in its post-testicular
life especially during epididymal transit where oxidative
processes are at work to complete it [146, 147]. Any dis-
ruption of the oxidative balance in or around sperm cells
in their post-testicular life may thus affect the level of
nuclear condensation. Oxidative stress, but also reduc-
tive stress, may end-up having the same effects on the
sperm nucleus state of condensation. Excessive oxidation
while it may serve nuclear condensation at first will lead
to DNA fragmentation, resulting ultimately in decon-
densation [148]. Reductive stress will destroy the disul-
fide bridges sticking the nuclear protamines together
and therefore will result in decondensation of the sperm
nucleus [148].

DNA damage
The most well known and measured sperm DNA dam-
age is DNA fragmentation or DNA strand breaks (DSB).
DSBs, either single strand break (SSB) and double strand
breaks (DSB), can occur during sperm generation or/and
during the post-testicular journey. In the testicular com-
partment it may be the result of apoptosis, defective
DNA repair mechanisms, mechanical shearing as well as
the result of oxidative attacks. In the post-testicular
compartment DNA strand breaks essentially originate
from oxidative attacks.

Germ cell apoptosis and DNA fragmentation during
spermatogenesis
Apoptosis is a major feature of male germ cell develop-
ment. Apoptosis is used as a mechanism for the removal
of damaged germ cells from seminiferous tubules so that
they do not continue to differentiate into spermatozoa.
During spermiogenesis, Sertoli cells are responsible for
the induction of apoptosis in 50 to 60% of all germ cells
that enter meiosis. Germ cells marked with apoptotic
markers of the Fas type are eliminated by the Sertoli cell
via a phagocytic process [149, 150]. However, this mech-
anism may not always operate efficiently and a variable
percentage of apoptotic germ cells enter the process of
sperm remodeling and appear later in the ejaculate. They
present DNA strands-breaks associated to the apoptotic

process (=abortive apoptosis). Apoptosis during sperm-
atogenesis has been suggested to play a role in the
etiology of spontaneous male infertility in light of the ex-
cessively high numbers of apoptotic germ cells observed
in the testes of some infertile males [151]. In addition,
apoptotic markers including caspase activation and
phosphatidylserine exteriorization have been detected in
mature spermatozoa from infertile males [152]. Besides
the apoptotic process there is another way by which
DNA fragmentation may occur during spermatogenesis.
During spermiogenesis it was shown that chromatin
packaging requires endogenous nuclease and ligase
activities to create and ligate nicks that facilitate the pro-
tamination step. McPherson and Longo [153] hypothe-
sized that the presence of high level of DNA nicks in
ejaculated sperm may be indicative of impaired spermio-
genesis [153]. These nicks are thought to provide relief
of torsional stress to support chromatin arrangement
during the displacement of histones by the protamines
[154]. If not repaired completely in a timely manner they
may affect sperm chromatin packaging and render
spermatozoa more susceptible to post-testicular damage.
As an illustration, mice deficient for poly(ADP-ribose)
show a high level of unrepaired DNA nicks that are as-
sociated with male infertility [31].

Sperm DNA fragmentation induced by Reactive Oxygen
Species (ROS)
ROS are natural products of cellular metabolism. In
physiological concentrations, sperm cells require ROS at
different moments of their life. During epidiymal matur-
ation ROS (especially H2O2) participates in the processes
of sperm maturation (disulfide bridges on sperm pro-
teins). ROS are also required for successful oocyte
fertilization acting as second messengers in the capacita-
tion processes including hyperactivated motility and ac-
rosomal exocytosis. However, when ROS generation
exceeds ROS recycling it contributes to a large propor-
tion of instances of male infertily [155, 156]. ROS target
the polyunsaturated fatty acid (PUFA) rich sperm plasma
membrane altering membrane fluidity and mitochondria
functions resulting in impaired mobility and decreased
fusogenic capacity with the oocyte. ROS, especially
hydrogen peroxide (H2O2) may also reach the sperm nu-
cleus leading to oxidative DNA damage that may lead to
mutagenic effects which may be transmitted. There are
many common situations that may lead to sperm expos-
ure to ROS whether it is secondary to aging, environmen-
tal factors (exposures to toxicants, drugs, UV, ionizing
radiations, heat…), pathological situations (infection, in-
flammation, metabolic disorders….), lifestyle (unbalanced
diet, smoking, alcohol addiction…) [157–162]. In addition,
sperm exposure to ROS may happen during assisted re-
productive technologies (ART) procedures for example
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during sperm cryopreservation, exposure to culture media
or sperm handling during selection processes, especially
for ICSI (intracytoplasmic Sperm Injection) [163]. As we
have seen above, because ROS and especially H2O2 are
such important contributors to the completion of the
sperm nucleus compaction during epididymal transit and
beyond, it is no surprise to find them involved in nearly all
situations of defective spermatozoa.
Oxidative alterations of cellular components are a very

common problem of aerobic cells which are usually
well–equipped in enzymatic and non-enzymatic primary
and secondary antioxidants to deal with it. Oxidative al-
terations can affect the nuclear compartment of any
cells, especially because reactive oxygen species such as
H2O2 can freely pass through plasma membranes. When
this happens and when ROS reaches the nucleus it may
be at the origin of modified bases, abasic sites, chroma-
tin protein cross-linking and DNA strand breaks (both
single and double) depending on the intensity of the oxi-
dative attack [148]. In any somatic cell as well as in an
oocyte, the base excision repair (BER) pathway will
replace these oxidized bases by non-oxidized bases cor-
recting the alterations. Mature sperm cells cannot do
that as they have been shown to lack the necessary
equipment [62]. Only the first player of the Base Exci-
sion Repair (BER) pathway, the 8-oxoguanine DNA gly-
cosylase 1 (Ogg1/OGG1) was shown to work in rodent
and human spermatozoa [62]. OGG1 activity marks the
oxidized base to be removed [62]. Sperm cells will then
rely on the oocyte BER equipment that will correct the
paternal genome after fertilization upon the decondensa-
tion step of the male pronucleus and before the first div-
ision of segmentation. The consequence of sperm DNA
damage with respect to normal embryo development is
therefore the result of an equilibrium between the extent
of nuclear oxidation and the DNA repair capacity of the
oocyte [164, 165]. It has been shown that the zygote re-
sponds to sperm DNA damage through a non-apoptotic
mechanism that acts by slowing paternal DNA replica-
tion and ultimately leads to the arrest of embryonic de-
velopment [164, 166–168]. After induction of DNA
oxidative damage on Rhesus sperm using xanthine and
xanthine oxidase, Burruel et al. [169] have shown that
ICSI-produced embryos present severe fragmentation,
multi-nucleation, and early cell arrest essentially around
the four-cell stage. Because of this inability to repair its
DNA the mature spermatozoa is very sensitive to DNA
oxidative alterations. Paradoxically, mature spermatozoa
are prone to suffer oxidative attacks because they harbor
a peculiar plasma membrane rich in polyunsaturated
fatty acids (PUFA) that is highly susceptible to ROS.
When oxidized in situations with an excess of ROS or
weakness in the antioxidant protective activities, these
PUFA will amplify the generation of ROS in a vicious

oxidative stress circle [170]. In addition, even-though
they are most sensitive to oxidative stress we have seen
above that mature spermatozoa are physiologically ex-
posed to ROS. We, and others have demonstrated that
part of their post-testicular (ie. epididymal) maturation
step utilizes a finely tuned concentration of H2O2 to
complete the condensation of the sperm nucleus via di-
sulfide bridging events on the thiol-containing prot-
amines. How relevant sperm DNA oxidation is with
respect to male infertility is difficult to say at this stage
in the absence of clinical trials in which the level of
sperm DNA oxidation is correlated with reproductive
success. However, there are recent reports suggesting
that it is a major concern since it was shown that over
60% of male entering ART programs present medium to
high levels of sperm DNA oxidative alterations [171].
The oxidized base adduct, 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine
(8-OHdG) has been used in studies to demonstrate that
oxidative DNA damage is significantly elevated in the
spermatozoa of patients attending infertility clinics
[172]. Robust clinical trials are necessary to correlate re-
productive success with sperm DNA oxidation.
A common belief is to think that sperm nuclear frag-

mentation is always associated with sperm nuclear oxi-
dation. Although this is true when the oxidative stress
around sperm cells is high, in many situations a mild
oxidative stress will not lead to sperm DNA fragmenta-
tion. Therefore, one cannot simply say that there is no
sperm DNA oxidative damage by assessing the level of
sperm DNA fragmentation. This is clearly demonstrated
in transgenic animal models having medium sperm
DNA oxidative alterations that are not associated with
DNA fragmentation [145]. In these models the level of
sperm DNA oxidation is sufficient to lead to reproduct-
ive failures when transgenic males are crossed with WT
females [145]. The reproductive problems recorded
ranged from increased miscarriages, increased abnormal
development and increased perinatal mortality, all clas-
sical issues in reproductive defects both in natural and
artificial reproduction.

Other discrete sperm nuclear alterations
Beside the above-mentioned issues, there are other more
subtle sperm DNA/nuclear alterations that may affect
reproductive success and the health of the progeny.
Apart from oxidation, sperm DNA as in somatic cells
may suffer damage affecting nitrogenous bases. While
somatic cells are able to repair to a certain extent these
altered bases, the highly condensed sperm chromatin
cannot. These chemical modifications of nitrogenous
bases (alkylation or oxidation) affect mainly the guanine
bases. It includes the alkyl DNA adduct known as N7-
methyldeoxyguanosine (N7-MedG). N7-MedG is a bio-
marker signifying environmental exposure to alkylating
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agents either from diet (industrially processed and pre-
served foods), well-cooked meat, smoking or various al-
kylating drugs. It was reported that men diagnosed with
male factor infertility had significantly higher mean
levels of N7MedG in their sperm DNA [173]. Logistic
regression analysis showed that N7-MedG levels were
significantly negatively associated with the proportion of
oocytes successfully fertilized irrespective of the method
of fertilization used IVF or ICSI intra-cytoplasmic sperm
injection [173]. Likewise, acrylamide exposition induces
formation of N-7(2-carbamoyl-2-hydroxyethyl-) guanine
(or N7-GA-Gua). Such situation was not associated with
a decrease in fertility but an impact on future genera-
tions was reported [174].
The sperm epigenetic information with its multiple

carriers: chromatin, DNA and the vast array of coding
and non-coding RNAs (small and long) may also be the
subject of alterations because of both genetic reasons
and in response to environmental situations [175, 176].
Changes in sperm persisting histone acetylation, DNA
methylation, and sperm-associated microRNAs were re-
cently shown to be causal for offspring’s diseases in later
life, suggesting that a paternal programming does exist
[177]. Jenkins et al. [178] found that age-related changes
in sperm DNA methylation are located at genes previ-
ously associated with schizophrenia, bipolar disorder
[178–180] and lesser intelligence. In a recent review
[179] the evidence of sperm histone and protamine
packing involvement on epigenetic inheritance was reaf-
firmed, the proper compaction of sperm DNA being ne-
cessary to avoid access to nucleases and appropriate
transcriptional and translational activities. Any alteration
in sperm histone retention would affect DNA integrity
and could lead to chromatin rearrangements in develop-
mental loci and genes with impacts on embryo develop-
ment [166, 167]. In addition, very recent data have
shown that sperm microRNAs as well as sperm small
non-coding RNAs contents may respond to environ-
mental conditions ([181, 182], Chu C. personal commu-
nication). After transmission to the oocyte through
fertilization these different epigenetic characteristics may
modify the next generations [176, 183].

Consequences of sperm nuclear damage
Sperm nuclear alteration has multiple consequences
among which the detrimental impact it has on the success
of reproduction may not be the biggest problem. As pain-
ful and frustrating it is for a couple having difficulties to
conceive because of detrimental sperm nuclear factors,
the acceptance of sterility might be somehow easier to
deal with than the possibility of having an abnormal
embryo development or having a child plagued with a de-
bilitating/incapacitating/life threatening disease (Fig. 2).

The consequence of sperm nuclear/DNA damage with
respect to normal embryo development is the result of
an equilibrium between the damage contained in the
sperm and the DNA repair capacity of the oocyte [165].
As an example oxidative DNA lesions (8-OHdG resi-
dues) may lead to transversion mutations (G-C to T-A)
which can alter gene expression if not repaired by the
oocyte BER enzymes prior to zygote S-phase [184]. The
zygote responds to sperm DNA damage through non-
apoptotic mechanisms that act by slowing paternal DNA
replication. Ultimately, this leads to an arrest in embry-
onic development [167, 168]. As said above already, the
induction of oxidative damage on Rhesus sperm prior to
their use in resulted in severe fragmentation, multi-
nucleation, and cell arrest before the eight-cell stage,
mainly at the four cell stage [169]. This demonstrates
well how detrimental to an optimal embryonic program
sperm DNA oxidative alterations can be. Kocer et al.
[95] found that not every mouse sperm chromosome
were susceptible to DNA oxidative damage. The chro-
mosomes or chromosomal regions that are more periph-
eral in the mouse sperm nucleus were found more
susceptible to oxidative damage [95]. In particular, the Y
chromosome was found very vulnerable to oxidative at-
tacks. Because of its intrinsic characteristics (rich in re-
petitive sequences, not repaired by homologous
recombination, poorly corrected by the oocyte BER
pathway after fertilization) the Y chromosome is at risk
of transmitting de novo mutations to the progeny that
may lead to infertility and an increased risk of cancers in
the offspring [185].
Fernandez-Gonzalez et al. [168] evaluated long-term

consequences on health and behaviour of mice gener-
ated by ICSI using DNA damaged sperm and the results
were disturbing. Early effects were a delay in male pro-
nucleus demethylation, lower birth rates while long term
effects were lung and dermis tumors, premature aging
and death when compared to controls. In addition, they
noted that male mice displayed higher emotional reactiv-
ity compared with control mice, while female mice
showed memory deficits, hypolocomotion, anxiety, and
increased adiposity. Similar results on adiposity alter-
ations and glucose metabolism where found [186], by in-
ducing oxidative damage on mice sperm DNA prior to
ICSI. One obvious consequence of sperm DNA damage
is the increase risk in the frequency of de novo muta-
tions in the offspring. In a recent study [187], induced
DNA damage (nucleotide modifications, single and
double strand breaks) in mice sperm via the exposure to
ionizing radiation revealed that the number of de novo
mutations and clustered mutations were higher in the
exposed group when compared to control group. This
type of sperm DNA alterations has been associated with
autism spectrum syndrome in humans [179, 188].
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Similarily, sperm DNA damage was suspected to be in-
volved in behavior or mental alterations in mice [168].

Evaluation of sperm nuclear integrity
Regardless of controversies, it has been exhaustively
shown that paternal gamete integrity has a huge impact
on fertility, pregnancy rates and offspring health, inde-
pendently of the ART used, making the determination of
reliable sperm DNA quality test essential as a predictor
of health and pregnancy success. Despite the fact that
DNA damage in human sperm cells has been linked to a
variety of important altered outcomes such as subfertility
& infertility [189], an increased incidence of abortions
and an increased risk of diseases in the offspring [190] it
is still rather difficult to have a clear picture of how detri-
mental to reproductive success and to the progeny sperm
DNA/nuclear damage is. The main reason is that “sperm
DNA/nuclear damage” covers a large variety of situations,
as we have seen above, is largely underestimated

essentially because not routinely monitored. Even though
nowadays there is a rather solid consensus among scien-
tists and clinicians that sperm DNA integrity is a deter-
mining factor for reproductive success there is a very
limited number of infertility clinics monitoring it. There is
no shortage of scientific evidence and as an example in
the last 20 years we observe more than 1500 reports deal-
ing with sperm DNA fragmentation alone with more than
a thousand of these in the last 6 years, indicating how per-
tinent this topic has become. Still, sperm DNA integrity is
rarely part of the routine clinical evaluation of the male
partner in the infertile couple. Why is it that so difficult to
have international health agencies enforce or at least rec-
ommend that it should be the case? The main reason for
this inconsistency is that there is no strong consensus as
to which of the currently available assays allowing some
kind of evaluation of sperm DNA/nuclear integrity is/are
predictive of reproductive success. For that reason, inter-
national recommendations for pre-ART male check-up

Fig. 2 Schematic representation of some aspects of sperm DNA damage and their putative consequences if not repaired. The upper left insert
illustrates the major alterations suffered by the sperm DNA from strand breaks, alterations of epigenetic marks and base oxidative damage (such
as the 8-OHdG residue. It also show the preferential sites where such alterations preferentially occurs corresponding to the genomic regions of
lesser compaction still in nucleosomal organization (histone solenoids within the protamine-containing toroidal donuts, and the small DNA linkers
associating protamine donuts. The upper right insert depicts the oocyte repair capacity that has the task to repair the paternal DNA. The lower left
insert shows a harmonious development while the lower right panel illustrates some of the classical consequences of oocyte failure/inability to
repair the paternal DNA alterations
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still indicate that a classical investigation to evaluate the
fertilizing ability of the male partner is based on sperm
count, sperm morphology and gross sperm mobility des-
pite that none of these parameters address directly the im-
portant criteria of the quality/integrity of the sperm
nucleus.
Over the years, a number of tests have been made

available to assess sperm nuclear/DNA integrity.
Globally, they fall in two categories, direct assays or in-
direct assays.

Indirect assays
These indirect assays essentially evaluate the sperm nu-
clear compaction. They include the:

– Chromomycin A3 (CMA3) assay: CMA3 is a
fluorochrome that competes with protamines in the
sperm nucleus giving an indirect indication of the
protamine level and consequently of the sperm
nucleus condensation [191].

– Toluidine blue and aniline blue staining assays: these
are common assays used to assess sperm chromatin
structure and packaging. With toluidine blue, sperm
nuclei with normal chromatin compaction are
stained in light blue while those with abnormal
chromatin condensation are stained in deep violet
(purple, [192]). This is essentially due to the facility
with which the intercalating dye penetrates the
sperm nucleus. Aniline blue is another dye
commonly used to assess sperm nuclear
condensation. Anilin blue shows affinity for histones.
If sperm cells are stained it indirectly reveals
protamination defects and the presence of high level
of persisting histones [192, 193].

– MSOME (or Motile Sperm Organelle Morphology
Examination) is based on a morphological analysis of
isolated motile spermatozoa in real-time at high-
magnification (up to x6600). MSOME is able to
identify not only conventional morphological sperm
alterations with a definition close to that of scanning
electron microscopy, but also more specifically
sperm head vacuoles, considered as nuclear defects
[194–197]. Although MSOME may be helpful in
revealing abnormal sperm head morphology and the
presence of nuclear defects, it is associated with a
high exposure of sperm cells to light during micros-
copy selection that is known to promote oxidative
damage.

Direct assays
These direct assays essentially evaluate the level of
sperm DNA fragmentation and the level of DNA oxida-
tion. They include the:

– Acridine orange (AO) assay. With acridine orange, a
normally condensed sperm nucleus shows green
fluorescence while sperm cells with abnormal
chromatin condensation are red-orange [198].
Acridine orange is an organic compound used as a
nucleic acid-selective fluorescent cationic dye. It is
cell-permeable and it interacts with DNA and RNA
by intercalation or electrostatic attractions, respect-
ively. When bound to double strand DNA, it has an
excitation maximum at 502 nm and an emission
maximum at 525 nm (green) similar to fluorescein.
However, when single strand DNA is bound by A0
there is a wavelength shift since the excitation and
emission maxima are reached respectively at 460 nm
(blue) and 650 nm (red). When mild acid denatur-
ation of sperm DNA is carried out AO binds to
dsDNA (green fluoresecnce, corresponding to non-
denatured DNA) and to ssDNA (red fluorescence
corresponding to denatured DNA since only DNA
with single stranded breaks can be denatured with
acid). A correlation was shown between the ratio of
red to green fluorescence and sperm nuclear abnor-
malities such as morphological defects and lack of
DNA condensation [198]. A flow cytometry develop-
ment of AO staining is commercially known as the
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSAR). It is the
pioneering assay for the detection of sperm DNA
damage and altered proteins in sperm nuclei via flow
cytometry of acridine orange (AO) stained sperm.
The SCSA® is considered to be the most friendly,
precise, repeatable, time- and cost-efficient, precise
DNA fragmentation assay with the most data accu-
mulated. It provides very unique, dual parameter
data (red vs green fluorescence) on a 1.024x1.024
channel scale, not only on DNA fragmentation but
also on abnormal sperm characterized by a lack of
normal exchange of histones to protamines [199,
200]. It is also the only fragmentation assay with an
accepted clinical threshold (DNA fragmentation
Index or DFI) for placing a man at risk for infertility.

– TUNEL assay (or Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated deoxyrudine triophosphate
Nick End Labeling) uses an independent DNA poly-
merase called terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) that non preferentially adds deoxyribonucleo-
tides in 3′ hydroxyl (3′-OH) of single or double
DNA strand breaks [201]. Although the TUNEL
assay is a rather solid assay, in some situations it
may lead to an underestimation of the true level of
DNA breaks since it will not take into account the
abasic sites (promoted by oxidative stress) because
of the absence of 3-OH protruding ends.

– Comet assay or single-cell gel electrophoresis. It is a
simple and sensitive technique to measure DNA
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breaks in individual sperm. During this procedure,
sperm cells are embedded in a thin layer of agarose
on a microscope slide and lysed with detergent
under high salt concentration conditions. This
process removes protamines and histones allowing
the nucleus to form a nucleoid-like structure
containing supercoiled loops of DNA. Alkaline pH
conditions relaxing double-stranded DNA, and sub-
sequent electrophoresis result in the migration of
broken strands towards the anode, forming a comet
tail, when observed under fluorescence microscopy.
The amount of DNA in the head and tail is reflected
by its fluorescent intensity. The relative fluorescence
in the tail compared with its head serves as a
measure of the level of fragmented DNA [202].

– SCD or sperm chromatin dispersion assay. This
assay is based on the principle that sperm with
fragmented DNA fail to produce the characteristic
halo of dispersed DNA loops that is observed in
sperm with non-fragmented DNA, following acid
denaturation and removal of nuclear proteins [203].

– DBD-FISH or DNA breakage detection fluorescence
in situ hybridization [204]. This assay allows in situ
detection and quantification of DNA breaks in single
cells. Cells embedded within an agarose matrix on a
slide are exposed to an alkaline unwinding solution
that transforms DNA strand breaks into ssDNA
(single strand DNA) motifs. After neutralizing and
protein removal, ssDNA are accessible to
hybridization with whole genome or specific DNA
probes. The probes highlight the chromatin area to
be analyzed. As DNA breaks increase in the targeted
region, more ssDNA are produced by the alkaline
solution and more probes hybridize, resulting in an
increase in the fluorescence intensity and in the
surface area of the FISH signal.

– 8-OHdG assay. One of the latest assays reported is
the evaluation of the level of oxidized guanine
residue that gives an indication as to the degree of
sperm DNA oxidative damage. To date it is
essentially used for research purpose and has yet to
be developed for clinical routine testing. Sperm 8-
OHdG evaluation is of interest because it is known
to be associated with the level of de novo mutation
in the germline [205].

The present current minimum standard is assessment
of seminal plasma by volume, appearance and liquefac-
tion of the ejaculate, and, for spermatozoa, measurement
of concentration, motility and morphology [206]. The
above mentioned techniques are rarely used in routine
clinical evaluation because the tested spermatozoa are
unsuitable for clinical purpose afterwards. However, for
some of them they do allow the establishment of a DNA

fragmentation rate, a useful marker in the prediction of
fertility. Studies have shown that the chance of spontan-
eous conception starts to decline at sperm DNA damage
(DFI) values above 20% and are close to zero for read-
ings over 30–40% [207]. In another study using the
Comet assay, the authors also showed that there was a
strong correlation between sperm DNA fragmentation
and fertility status of men [134]. Thus, there is robust
evidence from all the DNA fragmentation assays that the
chance of spontaneous pregnancy is reduced when
sperm DNA damage is excessive.

Conclusions
Thus, it appears that sperm defective nuclear condensa-
tion and sperm nuclear fragmentation are nowadays easy
situations to assess with trustable/reliable direct and/or
indirect assays (see above). Since Evenson et al. [208]
highlighted the importance of sperm DNA damage
evaluation our knowledge on the causes and conse-
quences of the sperm DNA damage has increased, as
well as the use of ART. In some countries, ART repre-
sents almost 5% of births, and the latest report indicates
that to date approximately 5 million children were born
from ART worldwide [209]. As part of the ART tool
box, ICSI was introduced in 1992 and currently repre-
sents 60 to 80% of the cycles performed worldwide
[210]. This is because the injection of a sperm into an
oocyte bypasses all the selection processes that occurs in
natural fertilization. This allows clinicians to cover more
infertile situations especially those where the male part-
ner is key due to low sperm numbers, morphologically
abnormal sperm and hardly or no motile sperm. Because
of the predominance of ICSI clinicians have to be very
cautious as to the quality of the spermatozoa they select,
especially concerning the integrity of the nuclear mater-
ial. They also have to be cautious that by the selection
protocols they use they do not further alter the sperm
nuclear compartment. Despite the precautions taken in
today sperm selection protocols, no one is able to tell
that the spermatozoa chosen is free of nuclear alter-
ations. Animal studies have shown that a morphologic-
ally normal sperm can present nuclear alterations that
are detrimental to reproductive success. It is likely that
this situation exists also in humans and that such sperm-
atozoa can be selected for ICSI [211]. This issue is ag-
gravated by the fact that it is difficult to separate the risk
derived from the technique itself from the contribution
of the integrity of the sperm nucleus to the offspring
health after ART [212]. This renders animal models ex-
tremely important and valuable to evaluate more deeply
the impact of the sperm nuclear alterations on the
health of the progeny when ART is used. However, with
the assays available today to evaluate the integrity of the
sperm nucleus/DNA and consequently the quality of the
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paternal chromosomal material prior to ART, one could
improve its safety and success rate. Even-though these
assays will not solve the primary question of ICSI;
whether the spermatozoa being used is in a perfect nu-
clear condition? they surely will be helpful in assessing
the overall level of DNA damage existing in the sperm
sample. It certainly will put ART clinicians in a challen-
ging situation since what would be the answer to provide
to a couple where the male is diagnosed with a very high
level of DNA damage? Despite this difficulty, to our
minds, the principle of caution should here prevail. Def-
initely, more research is needed to establish reliable
thresholds that would lower the risk taken when using
such DNA damaged spermatozoa. More research is also
needed to investigate potential therapeutic actions that
could improve the quality of the sperm nucleus. Simple
therapeutic actions such as the correction of lifestyles
and/or oral supplementations may prove useful in some
situations [213, 214]. Some argue, why are we asking
ART to do better than natural conception? We think
that this is incorrect thinking, since we mainly would
like ART (and especially ICSI) not to do worse. In nat-
ural conception, notwithstanding the female component,
with all the existing barriers there are very few chances
that a morphologically and functionally defective sperm-
atozoa will fertilize an oocyte. With ICSI, a morpho-
logically and functionally abnormal sperm cell may be
allowed to fertilize. The integrity of the sperm nucleus
being so tightly linked with the head morphology and in
consequence the mobility of the cell it is very likely that
an abnormal spermatozoa bears an abnormal nucleus.
Therefore, monitoring the quality of the sperm nucleus
by various means should be an integral part of the rou-
tine check-up of the male partner prior to ART.
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Chez les Mammifères, le succès de la fécondation et d’un développement embryonnaire 
viable résident principalement dans la qualité des cellules reproductrices : les gamètes mâles 
(spermatozoïdes) et femelles (ovocytes) apportant chacun la moitié du patrimoine génétique du 
futur individu. Dès lors que ce patrimoine génétique est endommagé par différents processus tels 
que les attaques radicalaires communément appelées stress oxydant, cela peut compromettre la 
qualité des gamètes et par conséquent le succès de la reproduction. En effet, les dommages 
oxydants à l’ADN spermatique sont une des causes d’infertilité masculine fréquemment associés 
aux échecs reproductifs dans le cadre de conception naturelle ou artificielle chez l’homme. Afin 
de mieux appréhender l’impact des dommages oxydants sur la qualité des spermatozoïdes, notre 
équipe a généré des modèles murins présentant des atteintes oxydantes de l’ADN associées à des 
échecs reproductifs. Dans un de ces modèles nous avons pu montrer que tout le noyau spermatique 
n’était pas concerné de la même façon par les altérations oxydantes. De même, à l’échelle des 
chromosomes murins les investigations de l’équipe suggéraient que tous n’étaient concernés de 
la même façon. Dans ce travail de thèse, j’ai développé et mis en œuvre des protocoles 
d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) permettant de montrer que la susceptibilité des 
chromosomes à l’oxydation est déterminée par la position des chromosomes dans le noyau 
spermatique murin. En parallèle de cette étude, je me suis intéressé à l’épigénome spermatique et 
plus particulièrement à la méthylation de l’ADN en conditions de stress oxydant. Les résultats 
préliminaires montrent qu’un environnement post-testiculaire pro-oxydant peut altérer le profil 
épigénétique spermatique. Dans un développement pré-clinique du sujet, j’ai contribué à montrer 
qu’une supplémentation orale antioxydante permettait de corriger les dommages oxydants à 
l’ADN, en modifiant la réponse antioxydante globale du tissu épididymaire des animaux.  
 
Mots-clés : Noyau spermatique, stress oxydant, épigénome spermatique, positionnement des 
chromosomes, supplémentation orale antioxydante  
 
   

In Mammals, the success of fertilization and embryonic development, are associated to 
the quality of the reproductive cells: male gametes (spermatozoa) and female gametes (oocytes); 
each bringing half of the genetic heritage of the future individual. This genetic heritage may be 
compromised by various processes a very common one being radical attacks in cases of oxidative 
stress, it could diminish the quality of gametes and therefore the success of reproduction. It is well 
described that sperm DNA oxidative damage (SDOD) is one of the causes of male infertility 
frequently associated with reproductive failures in the context of natural or artificial conception 
in humans. To better understand the impact of oxidative damage on the quality of sperm, our team 
generated mouse models with SDOD. Characterization of these transgenic mice has shown that 
SDOD alone was associated with increased embryo defects, miscarriages and perinatal mortality. 
The team also brought forward that SDOD concerns preferentially specific regions of the sperm 
nucleus. In addition, the team suggested that sperm chromosomes were not identically susceptible 
to oxidative damage. 
In this thesis work, I developed and implemented fluorescence in situ hybridization (FISH) 
protocols to study chromosome positioning in the mouse sperm. I confirmed that susceptibility of 
chromosomes to oxidation is determined by their position in the murine sperm nucleus. In parallel, 
I addressed the question whether the sperm epigenome (particularly DNA methylation) was 
modified in a situation of post-testicular oxidative stress. Preliminary results seem to show that 
SDOD disturbs the sperm epigenetic profile. In parallel, in a pre-clinical approach, I contributed 
to show that an oral antioxidant supplementation can correct SDOD by modifying the antioxidant 
response of the epididymal tissue of the treated animals. 
 
Keywords: sperm nucleus, oxidative stress, sperm epigenome, chromosome positioning, 
antioxidant oral supplementation. 


